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Il cancro del colon-retto è una delle neoplasie più frequenti, ad alto tasso di mortalità, 
causato dall’interazione di fattori genetici e ambientali. Parallelamente al modello 
stocastico, secondo il quale tutte le cellule tumorali (CT) hanno una stessa, seppur bassa, 
probabilità di rigenerare un tumore, sta sempre più prendendo piede il modello che vede 
solamente in un piccolissimo sottogruppo di cellule staminali tumorali (CST) la capacità di 
dar luogo e sostenere la crescita tumorale.  
Dalla letteratura si evince come le CST mostrino importanti deregolazioni a carico di geni 
implicati in: chemio-resistenza, transizione epitelio-mesenchimale (EMT), auto-
rinnovamento incontrollato, processi peculiari di questa piccola sottopopolazione, che 
favoriscono l’insorgenza di un fenotipo tumorale. 
Lo scopo del mio progetto di Dottorato è stato quello di isolare e caratterizzare le CST sia 
da linee cellulari tumorali che da biopsie di tumore al colon-retto, al fine di identificare 
marcatori tumorali utili a delineare le fasi di progressione del tumore e di individuare 
potenziali bersagli terapeutici. 
Inoltre, ho sottoposto le CT e le CST di una linea di adenocarcinoma del colon-retto 
(HCA7), a trattamento con l’estratto naturale di T. cordifolia, pianta utilizzata della 
medicina Ayurvedica, ed uno dei suoi principi attivi, la berberina, allo scopo di verificarne 
l'efficacia antitumorale. 
Ho osservato importanti deregolazioni nelle popolazioni cellulari trattate, a carico di 
diversi geni coinvolti principalmente nella EMT (TSPAN13, CAMK2, ITAG5, SNAI2), 
nella regolazione del ciclo cellulare e della apoptosi (CCNA2, CCNB1, CCNB2, 
ANAPC2, BAX, BCL2, BCLXL) e nel favorire un fenotipo chemio-resistente (ABCC1, 
ABCC2, ABCB1). I livelli di espressione di questi geni sono risultati essere 
significativamente sotto-espressi, sia nelle CT trattate che nelle CST trattate. I risultati che 
ho ottenuto depongono a favore di un potenziale ruolo attivo della sostanza naturale 
sottoposta ad indagine, nel contrastare molti di quei processi fondamentali per lo sviluppo 
di un fenotipo tumorale. Inoltre, i miei dati avvallano anche l’ipotesi che vede le CST 
come potenziali bersagli terapeutici, ai fini di ottenere un effetto mirato su questa 































































Il carcinoma al colon-retto (CCR) è una delle neoplasie più frequenti in Italia con una 
incidenza di circa 53.000 nuove diagnosi annue ed occupa il secondo posto per mortalità 
tumorale sia nell’uomo che nella donna, successivo a quello della prostata e della 
mammella, rispettivamente (dati 2017 Associazione Italiana Registro Tumori, AIRTUM). 
L’incidenza e la mortalità registrate per questa neoplasia sono maggiori nell’uomo rispetto 
alla donna, in una età compresa tra i 55 e gli 80 anni. 
Con carcinoma colo-rettale si indica qualsiasi neoplasia avente sede tra l’inizio del cieco 
ed il retto. Tuttavia, le sedi maggiormente colpite sono il retto (40%) ed il sigma (25%), 
anche se a rischio è tutto l’intestino crasso (https://www.ieo.it/it/PER-I-
PAZIENTI/Cure/Tumori-dellintestino/) (Fig.1). 
La diagnosi di tale patologia risulta di fondamentale importanza, in quanto aumenta 
significativamente la prospettiva di sopravvivenza quanto più precocemente. Da i “I 
numeri del cancro in Italia 2017” emergono dei dati incoraggianti: le probabilità di 
guarigione sono più elevate se il tumore viene diagnosticato nelle fasi iniziali della 
patologia, con una prospettiva di sopravvivenza a 5 anni di circa il 63% nelle donne e il 
54% negli uomini; ma tale prospettiva diminuisce al 15-20% se la diagnosi viene effettuata 
nelle fasi tardive (dati 2017 AIRTUM e AIOM). 
 
                               
 
 
Fig.1  Tratto da: Dionigi, Basi teoriche e 
Chirurgia generale - Chirurgia specialistica, 





Cause e fattori di rischio 
Molte sono le cause che concorrono nel determinare la malattia e possono essere sia di 
natura estrinseca che intrinseca. 
Le cause di natura estrinseca sono dovute a fattori di rischio che possono essere modificati 
e corretti quali: 
 alimentazione, dove è risaputo che una dieta ricca di fibre, frutta, vegetali, 
calcio, vitamina D e povera di grassi e proteine animali potrebbe diminuire la 
probabilità di insorgenza del tumore; 
 fumo e alcool; 
 obesità; 
 corredo ormonale, ma su questo punto ci sono dati discordanti e dunque incerti; 
 sedentarietà; 
Invece, le cause di natura intrinseca sono dovute a quei fattori di rischio che non sono 
modificabili, come ad esempio: 
 età, per la quale si ha un rischio maggiore dopo i 50 anni con un picco di 
massima incidenza intorno agli 80 anni; 
 genere, anche se negli ultimi anni l’incidenza per maschi e femmine si sta 
uniformando, a differenza degli anni precedenti in cui erano gli uomini ad essere 
maggiormente colpiti; 
 presenza di patologie infiammatorie croniche dell’intestino, quali morbo di 
Crohn e retto-colite ulcerosa, che causano un ulteriore danneggiamento della 
mucosa intestinale; 
 presenza di lesioni precancerose, quali polipi adenomatosi e/o villosi che 
possono aumentare la probabilità di insorgenza del tumore; 
 familiarità; 
 fattori genetici, in quanto le cellule di questo tipo di cancro presentano mutazioni 
ereditate o acquisite a carico di geni che sono coinvolti in diverse vie di 
trasduzione del segnale implicate in sviluppo e differenziamento (ad es via del 
Wnt/β-catenina, Notch) e/o nella replicazione o riparazione del DNA [1-3]. 









 La genetica 
Il tumore al colon-retto è una malattia caratterizzata dall’interazione di fattori 
ambientali e fattori genetici. La maggior parte dei casi è di natura sporadica, mentre una 
piccola parte è rappresentata da forme ereditarie. 
I carcinomi sporadici rappresentano circa l’80%, non sono associati a forme familiari 
(15-20%) o a sindromi ereditarie (2-5%) e si manifestano senza che ci sia una 
predisposizione genetica preesistente. Essi sono dovuti ad alterazioni del DNA sia 
genetiche che epigenetiche [4], che causano de-regolazione nell’omeostasi tissutale 
provocando così una trasformazione delle cellule normali dell’epitelio intestinale in 






La maggior parte delle alterazioni geniche si trovano a livello di un gene 
oncosoppressore localizzato sul cromosoma 5 in q21-22 e che codifica per la proteina 
Adenomatous Polyposis Coli (APC). In condizioni fisiologiche, la proteina APC 
favorisce la migrazione e l’adesione cellulare e prende parte alla via di trasduzione del 
segnale Wnt/β-catenina. APC è presente sia a livello citoplasmatico che nucleare e 
funge da proteina shuttle in grado di muoversi facilmente tra il citosol e il nucleo. 
Infatti, essa è in grado di attraversare la membrana nucleare grazie alla presenza domini 
proteici coinvolti nei segnali di localizzazione cellulare [5]. Il ruolo principale di APC è 
quello di modulare i livelli citoplasmatici di β-catenina: quando la proteina APC si 
trova localizzata nel citosol è in grado di legare, attraverso domini proteici specifici, 
l’axina, la β-catenina e la GSK-3B. Il complesso enzimatico APC/axina/GSK-3B va a 
fosforilare la β-catenina, che a sua volta viene ubiquitinata e di conseguenza destinata al 
segnale di degradazione da parte dei proteosomi [6]; per contro, quando è presente il 
fattore Wnt e si lega al suo recettore di membrana Frizzled, si scatena una serie di eventi 
intracellulari che portano ad una inattivazione della proteina APC, la quale non riesce 
ad interagire con la β-catenina e si ha conseguente accumulo di questa ultima nel 
citosol. Successivamente, la β-catenina riesce a traslocare nel nucleo e va a legarsi a 
fattori trascrizionali, come TCF/LEF e attivare la trascrizione di geni coinvolti nella 
regolazione del ciclo cellulare (cMyc e ciclinaD) [7,8].  
                                                 
1Oncogene: gene che codifica per una proteina coinvolta nello sviluppo di un fenotipo tumorale, favorendo proliferazione cellulare, 
differenziamento e sopravvivenza. Un oncogene può derivare o da alterazione di un gene normale oppure da un proto-oncogene, ossia un 
gene che codifica per proteine coinvolte nella vie di trasduzione del segnale, attraverso le quali i segnali di crescita o di non crescita sono 
trasferiti dall’esterno della cellula al macchinario regolativo presente all’interno di essa (Enciclopedia TRECCANI). 
 





Dunque, alterazioni nel gene APC causano disequilibri nella funzionalità del complesso 
multiproteico APC-axina-GSK3B che provocano una attivazione costitutiva del 
pathway di Wnt e di conseguenza inducono lo allo sviluppo di un fenotipo tumorale.  
La β-catenina è anche un componente essenziale del complesso di adesione cellulare 
della E-caderina [9,10], una delle principali proteine coinvolte nelle adesioni cellula-
cellula [11], che sono di fondamentale importanza nella formazione e mantenimento dei 
tessuti epiteliali, tra cui anche quello intestinale [12]. L’E-caderina risulta down-
regolata in molte neoplasie, tra cui anche quella al colon-retto, in cui le cellule evadono 
dai normali segnali di crescita e vanno incontro ad una proliferazione incontrollata e ad 
una perdita di differenziamento, caratteristiche tipiche del fenotipo tumorale [12,13].  
APC si trova mutata nel 70-80% dei casi sporadici di carcinoma colo-rettale (CCR) e 
circa il 50% mostra mutazioni anche a carico della β-catenina [6,14,15]. 
Un’altra importante alterazione genica è quella a carico dell’oncogene K-RAS in circa il 
40% dei casi con tumori al colon-retto [16-20].  
Il gene K-RAS è localizzato sul cromosoma 12 e codifica per una proteina che fa parte 
della super famiglia delle proteine RAS con attività GTP-asica [21]. La proteina K-RAS 
è una proteina di membrana che, se attivata, scatena una serie di eventi intracellulari che 
portano alla trascrizione di geni che codificano per proteine coinvolte nella 
proliferazione cellulare [22]. Altre mutazioni importanti sono state trovate a carico di 





                          
                          
Le forme ereditarie di questa tipologia di neoplasia sono in una percentuale bassa (circa 
2-5%) e sono dovute ad anomalie genetiche che vengono trasmesse dai genitori, tra cui 
troviamo Poliposi Adenomatosa Familiare (FAP), cancro del colon ereditario non 
poliposico (HNPCC) o Sindrome di Lynch, Poliposi Ereditaria, Poliposi MYH-




Il tumore al colon-retto è il risultato di una proliferazione incontrollata delle cellule che 
rivestono la mucosa di questo organo.  
Il colon ed il retto fanno parte dell’intestino crasso, insieme al cieco ed al sigma. La 
principale funzione fisiologica dell’intestino crasso è il riassorbimento di acqua e sali 
minerali dal residuo liquido proveniente dall’intestino tenue e la successiva propulsione 




Fig.2 Patwhay molecolari principali 
coinvolti nello sviluppo del tumore al 
colon-retto.  
(Mármol I, Sánchez-de-Diego C. et. al. 





La parete di questo organo, come si evince dalla Fig.3, è formata da diversi strati e 
dall’interno verso l’esterno troviamo: 
 
 tonaca mucosa, strato di rivestimento a contatto con il lume; 
 tonaca sottomucosa, che contiene il plesso nervoso di Meissner; 
 tonaca muscolare, con fasci muscolari per permettere i movimenti intestinali 
(peristalsi); 
 tonaca sierosa, strato più esterno che fissa l’organo alla parete addominale. 
 
La tonaca mucosa, a sua volta, è suddivisa in tre strati: a) epitelio di rivestimento, rivolto 
verso il lume dell’organo e formato da un epitelio cilindrico semplice che, in 
corrispondenza della base dei villi intestinali, presenta le cripte di Lieberkuhn, ricche di 
cellule staminali; b) lamina propria, nella quale si trovano ghiandole e noduli linfatici e 
che ha funzione di sostegno dell’epitelio intestinale; 3) la muscularis mucosae, con fasci 
muscolari interni circolari e fasci esterni longitudinali, che permette un movimento proprio 
della tonaca mucosa. 
                           
 
 
Il carcinoma del colon-retto si sviluppa nella maggior parte dei casi da una lesione benigna 
pre-esistente, chiamata polipo adenomatoso, per poi evolvere in lesione maligna in grado 
di metastatizzare, definita adenocarcinoma. 
La lesione benigna si presenta come una protrusione della tonaca mucosa ed infatti è 
formata dalle stesse popolazioni cellulari di questa ultima che prolifera in maniera 
incontrollata.  
La lesione diventa maligna nel momento in cui il tumore riesce ad invadere gli altri strati 







Da qui, può metastatizzare, quando cioè le cellule del tumore invadano organi lontani dalla 
sede primaria. 
Il CCR è un classico esempio di patologia multistep [33]: sono necessari danni genetici 
multipli affinché l’epitelio intestinale normale si trasformi in epitelio neoplastico.  
I geni coinvolti nella carcinogenesi sono principalmente: 
 oncogeni,  
 oncosoppressori, 
 geni implicati nella riparazione del DNA, con conseguente accumulo di 
mutazioni 
     Le mutazioni genetiche responsabili del cancro del colon-retto in forma sporadica sono le 
stesse che caratterizzano le forme ereditarie [1].  
     A livello genetico-molecolare esistono due modelli diversi che spiegano le modalità 
attraverso cui il CCR riesce a svilupparsi. Il primo si ha in circa il 75-85% dei casi [34] e 
progredisce secondo un modello definito “adenoma-carcinoma”, il quale parte da una 
origine adenomatosa (piccola escrescenza della mucosa), per poi evolvere a carcinoma 
vero e proprio in seguito ad accumulo di successive mutazioni genetiche. Questo modello 
porta infatti ad una instabilità genetica, caratterizzata da delezioni alleliche e 
cromosomiche, aneuploidia, attivazioni di oncogeni ed inattivazioni di importanti 
oncosoppressori. 
   La sequenza adenoma-carcinoma inizia con l’inattivazione della proteina APC [35] che 
scatena una iper-proliferazione dell’epitelio intestinale e perdita del segnale di contatto 
intercellulare. Successivamente, l’epitelio continua a proliferare in maniera incontrollata a 
causa di mutazioni attivanti sull’oncogene KRAS [36,37] con conseguente formazione di 
piccoli adenomi a displasia
3
 lieve. In seguito, alterazioni geniche a carico di 
oncosoppressori come TP53 [38] e SMAD2-4 [39,40] portano a displasia grave con 
conseguente formazione di voluminosi adenomi, finché ulteriori mutazioni a carico di geni 
coinvolti nel ciclo cellulare e/o riparazione dei danni al DNA, causano la formazione del 
carcinoma vero e proprio, che può eventualmente evolvere in invasivo e quindi 
metastatizzare [34,41,42] (Fig.4).  
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Il secondo modello è caratterizzato invece da instabilità nei microsatelliti che, in 
condizioni fisiologiche, sono importanti per la modulazione dei processi di induzione o 
arresto della trascrizione. Questo modello è presente nella maggior parte dei casi di cancro 
ereditario non poliposico (HNPCC o sindrome di Lynch) ed in circa il 15% dei carcinomi 
sporadici. I cromosomi risultano integri, ma la mutazione avviene a livello dei mismatch 
repair system [43].   
 
Potenziali trattamenti 
La resezione chirurgica rappresenta il trattamento d’elezione dei tumori del colon-retto 
localizzati, in quanto circa l’80% dei pazienti si presenta alla diagnosi con malattia 
resecabile radicalmente. Tuttavia, il 30-40% dei casi sviluppa una recidiva a distanza di 2-
3 o, comunque, entro i primi 5 anni dall’intervento [44-46]. Un ulteriore trattamento è 
rappresentato dalla somministrazione di chemio-terapici
4
 prima o dopo intervento 
chirurgico.  
La chemio-terapia pre-intervento è definita neo-adiuvante in quanto ha la funzione di 
ridurre o eliminare la massa tumorale.  
                                                 
4 Chemio-terapico: Sostanza di sintesi ad azione citotossica o antiblastica selettiva nei confronti di determinati agenti morbosi, di tipo 
infettivo oppure tumorale (Enciclopedia TRECCANI). 
Fig.4 Sequenza adenoma-carcinoma nel tumore del colon retto. L’alterazione genica distintiva di questa neoplasia è responsabile dei 
cambiamenti nella struttura morfologica della mucosa intestinale (“Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disease 9th edition”, 






Essa spesso può essere associata a radio-terapia per aumentare la probabilità di 
guarigione [47]. I principali farmaci utilizzati in questa tipologia di trattamento sono la 
capecitabina o fluoropirimidina [48]. 
La chemio-terapia effettuata post-intervento, invece, è definita adiuvante e ha lo scopo di 
eliminare eventuali cellule cancerose e, di conseguenza, diminuire la probabilità di 
recidiva.  
Il farmaco adiuvante più utilizzato è il 5-fluorouracile (5-FU) [48], che viene spesso 
abbinato ad una vitamina, l’acido folinico, che aiuta a potenziarne l’effetto [49]. Nei 
carcinomi a stadi più avanzati viene utilizzato l’oxaliplatino, irinotecan, bevacizumab 
[48,50,51] e cetuximab [48,52,53]. L’oxaliplatino spesso viene somministrato insieme alla 
capecitabina (XEOX) per un trattamento più efficace [54].  
Studi recenti hanno tuttavia dimostrato come la combinazione di oxaliplatino, 5-FU e acido 
folinico (FOLFOX) abbia un’azione ancora più potente nel trattamento dei carcinomi a 
stadio avanzato o metastatici [55,56]. È stato osservato che molti pazienti sottoposti a 
chemio-terapia risultano resistenti al trattamento con 5-FU [57] ma non alla sua 
combinazione con altri chemio-terapici [58-61].  
Altri studi riportano come molti pazienti possono sviluppare chemio-resistenza anche agli 
altri farmaci in uso ed è per questo che negli ultimi anni si sta cercando di focalizzare 
l’attenzione sulla scoperta di nuovi target terapeutici e di nuovi potenziali trattamenti.  
Nonostante gli enormi progressi della medicina, la probabilità di recidiva è comunque alta 
e si sta quindi valutando la possibilità di utilizzare sostanze anti-tumorali nuove rispetto 
alla medicina tradizionale. 
Recentemente, diversi studi hanno focalizzato la loro attenzione sull’utilizzo di sostanze 
naturali medicamentose prese in prestito dalla medicina Ayurvedica e dalla medicina 
cinese, che sembrano avere degli effetti anti-tumorali [62,63]. Si pensa che questa tipologia 
di “medicina alternativa” potrebbe essere utilizzata in combinazione con la medicina 
tradizionale per aumentarne gli effetti e contrastare il fenomeno della chemio-resistenza 
[64-69]. Le piante utilizzate dalla medicina alternativa sono ricche di sostanze che hanno 
effetti terapici tra cui si pensa anche un probabile effetto chemio-preventivo [63,70,71].  
Una delle piante maggiormente utilizzate in medicina ayurvedica è la Tinospora cordifolia, 
la quale sembra avere effetti su molte attività biologiche, inclusa quella anti-proliferativa 
[72-74].  
La T. cordifolia, conosciuta anche col nome Guduchi, appartiene alla famiglia delle 
Menispermaceae e annovera vari principi attivi appartenenti a differenti classi, come 



























Fig.5 Composizione chimica della Tinospora cordifolia (Saha S. and Ghosh S., Anc Sci Life. 2012) con alcuni dei principi attivi (Kirti 














I differenti principi attivi della Tinospora cordifolia  mostrano un’azione terapeutica nei 
confronti di diverse patologie. Molti studi, infatti, riportano che queste sostanze sembrano 
avere un potenziale ruolo anti-infiammatorio, anti-microbico, anti-osteoporotico, anti-
allergico, anti-proliferativo e anti-diabetico [76-81] 
Tra questi composti, gli alcaloidi isoquinolinici, come ad esempio la berberina (BBR), si 
pensa siano i principali responsabili degli effetti benefici di questa pianta con proprietà 
medicamentose.  
In passato, la BBR veniva utilizzata per curare fenomeni diarroici [82,83] e, più 
recentemente, è stata dimostrata la sua azione efficace nel trattamento di gastroenteriti, 
diabete, iperlipidemia, malattie cardiovascolari, disturbi infiammatori, iperglicemia e 
obesità [84-87]. Tuttavia, ulteriori studi hanno focalizzato la loro attenzione sulla 
potenziale attività anti-tumorale della BBR [88-92], dimostrata anche per il carcinoma del 
colon [93-95]. I meccanismi molecolari coinvolti nell’effetto anti-tumorale della BBR sono 
molteplici, tra cui: la capacità di indurre morte cellulare attraverso l’arresto del ciclo 
cellulare [89,96], l’inibizione di pathway di sviluppo cellulare [97] e l’induzione 
dell’apoptosi [98-100], oltre ad un’azione anti-infiammatoria [100,101]. 
Infatti, molti studi hanno focalizzato la loro attenzione sull’espressione di geni implicati 
nel fenotipo tumorale che vengono modulati in seguito a trattamento con la BBR. Essa 
esplica attività anti-apoptotica [102], anti-infiammatoria e anti-ossidante [103], portando 






CELLULE STAMINALI TUMORALI 
La carcinogenesi colo-rettale è causata da una serie di alterazioni genetiche ed 
epigenetiche che si accumulano nelle cellule originarie del tumore. Inizialmente, 
secondo il modello stocastico, si pensava che ogni popolazione cellulare tumorale 
avesse una stessa, seppur bassa, probabilità di rigenerare il tumore a seguito di 
mutazioni accumulate progressivamente. 
Negli ultimi anni, evidenze sperimentali hanno supportato invece la tesi del modello 
gerarchico, secondo la quale solamente una piccolissima sottopopolazione di cellule 
staminali tumorali adulte (CST) è in grado di innescare e sostenere la crescita tumorale 
[105-108] (Fig.5). Le CST possiedono la capacità di ricreare l’eterogeneità tumorale, a 
seguito della loro elevata plasticità che permette loro di dare origine a tutte le differenti 
popolazioni cellulari del tumore [109-112]. 
Questo nuovo modello è stato ampiamente utilizzato anche per spiegare l’insorgenza 
dei tumori al colon-retto [113-115].  
 
 
 Fig.5 Modello stocastico versus modello cellule staminali 





Caratteristiche delle Cellule Staminali Tumorali 
La popolazione di CST presenta sia attività tipiche delle cellule tumorali che caratteristiche 
simili alle cellule staminali normali (CSN), ossia la popolazione cellulare deputata alla 
fisiologica omeostasi tissutale, quali capacità di auto-rinnovamento, stato indifferenziato e 
multi-potenzialità (ovvero la capacità di generare cellule mature appartenenti a diversi tipi 
cellulari) [116]. Le CST sono in grado di dare nuovamente origine a tumori se trapiantate 
in vivo in topi immunodeficienti [117,118].  
Le caratteristiche principali distintive delle CST, che le differenziano dalle CSN, sono 
molteplici. Innanzitutto, esse hanno una elevata plasticità, in quanto riescono a ricreare 
l’eterogeneità intra-tumorale e inter-tumorale, dando origine alle diverse popolazioni 
cellulari [109-112] (Fig.5), ma possiedono anche una elevata e incontrollata capacità 
proliferativa, che permette loro di evadere dal normale controllo dell’omeostasi tissutale. 
Le CST, a causa di alterazioni geniche specifiche, tendono ad avere un numero maggiore 
di divisione simmetriche (ossia da una cellula staminale si originano due cellule figlie 
staminali) piuttosto che asimmetriche (ossia da una cellula staminale si origina una cellula 
figlia staminale ed una più differenziata) tipiche invece delle CSN [116,119,120]. 
Le CST presentano alterazioni a livello di pathway di trasduzione del segnale implicati in 
crescita, migrazione, sviluppo e differenziamento cellulare (Fig.6), quali il pathway di Wnt 
[121,122], Notch [122-125], Hedgehog [126,127], TGF-β [128,129], Hippo-YAP [130], 
STAT-3 [131,132], PTEN [133] e così via. 
 
 
                    
    
 
Fig.6 Alterazioni nei principali 
pathway di trasduzione del 
segnale, quali quello di Wnt, 
Notch, Hedgehog, PTEN. 
Questi sono implicati nello 
sviluppo e mantenimento delle 
cellule staminali tumorali, 
deputate allo sviluppo del 
tumore.  
Fonte: Templeton A.K. “Cancer stem cells: progress and challenges in lung cancer”, 





Le CST sono capaci di accumulare diverse mutazioni nel loro DNA e di tramandarle alle 
generazioni successive, a causa di alterazioni nei meccanismi di riparazione [134].  
Un’altra delle peculiarità fondamentali è la loro capacità di resistere ai principali 
trattamenti terapeutici, utilizzati anche nella cura del carcinoma del colon-retto (Fig.7), 
quali chemio-terapia [135-137] e radio-terapia [138]: vanno così a costituire una piccola 
riserva di cellule responsabili della recidiva dei tumori e della formazione di metastasi.  
I meccanismi che inducono chemio-resistenza utilizzati dalle CST sono molteplici:  
 Elevata espressione di proteine appartenenti alla famiglia dei trasportatori ABC 
(ATP-Binding Cassette) che intervengono nel trasporto trans-membrana di diverse 
sostanze tra cui anche l’efflusso di sostanze tossiche e farmaci [139,140]. Le 
proteine ABC sono raggruppate in 7 diverse sottofamiglie (ABC A-G) [141] e 
mostrano una diversa specificità tissutale sia nell’ambito dei differenti organi che 
all’interno dello stesso, come ad esempio lungo tutto l’intestino [142]. I 
trasportatori ABC risultano sovra-espressi in molti tipi di tumore, tra cui quello al 
colon [143-146]. Tuttavia, negli ultimi anni, molti studiosi hanno dimostrato che 
le proteine ABC sono sovra-espresse specificamente nelle cellule staminali 
tumorali, contribuendo così allo sviluppo di un loro fenotipo chemio-resistente 
[147-150]. Inoltre, Kobayashi e colleghi hanno studiato il ruolo che il pathway di 
Wnt-βcatenina ha nella regolazione dell’espressione di ABCC3. Quest’ultimo è 
un componente della superfamiglia delle proteine ABC e la sua espressione viene 
up-regolata dal segnale Wnt, causando un maggior effetto chemio-resistente 
[151].  
 Over-espressione di enzimi coinvolti nelle attività di detossificazione cellulare da 
specie reattive dell’ossigeno [152], tra cui l’ALDH1 [153,154]. ALDH1 è un 
membro della famiglia delle ossido-reduttasi ALDH, ossia enzimi capaci di 
catabolizzare la conversione di aldeidi nei loro rispettivi acidi carbossilici [155]. 
L’attività di questi enzimi è richiesta per il metabolismo di molte biomolecole 
importanti per l’organismo, tra cui l’acido retinoico [156], i folati e la betaina 
[157]. Gli enzimi ALDH sembrano essere coinvolti anche in altri processi 
cellulari, come il controllo su pathway di differenziamento cellulare, e giocano un 
ruolo importante a livello delle cellule staminali [158]. Studi recenti hanno 
dimostrato come l’isoforma ALDH1 risulti up-regolata nelle cellule staminali 
tumorali e venga quindi utilizzata come marker specifico [159-162]. Le isoforme 
ALDH1A1 e ALDH1B1 sono quelle maggiormente coinvolte nei differenti tipi di 





 Alterazione nei pathway di segnalazione apoptotici, permettendo così alle cellule 
staminali tumorali di rimanere in vita e alimentare la formazione del tumore. 
Alcuni lavori hanno dimostrato come le CST riescano a produrre Interleuchina 4 
(IL-4), una proteina coinvolta normalmente nelle reazioni immunitarie, che 
conferisce resistenza ai processi di morte cellulare programmata (apoptosi) 
attraverso la sovra-espressione di molecole anti-apoptotiche [164]. Le CST 
mostrano difetti di espressione genica o a livello di proteine anti-apoptotiche o a 
livello di proteine pro-apoptotiche [165-167].   
 Stato quiescente delle CST, poiché esse anche se mostrano un’elevata capacità 
proliferativa e di auto-rinnovamento, risultano relativamente quiescenti a causa di 
un ciclo cellulare più lungo rispetto alle cellule staminali normali. Ciò sembra 
essere dovuto ad un arresto in fase G0 o in uno dei checkpoint tra una fase e l’altra 
del ciclo cellulare [168]. Le CST, in questo modo, risultano resistenti alla chemio 
e radioterapia, poiché questi trattamenti sono diretti verso cellule in attiva 
proliferazione [169-171].   
                       





I tumori di natura epiteliale, come il cancro del colon-retto, presentano un’alterazione 
dell’omeostasi delle cellule epiteliali che, attraverso un processo di transizione epitelio-
mesenchimale (EMT), perdono le capacità adesive cellula-cellula e acquisiscono un 
fenotipo mesenchimale migratorio. Ciò è un evento cruciale nel processo metastatico 
[172], che contribuisce anche al fenomeno di chemio-resistenza [148].  
Fig.7 Le CST presentano molteplici caratteristiche che le rendono particolarmente invasive e in grado di generare il 
tumore, sia in sedi primarie che secondarie, causando così la formazione di metastasi. Tra le loro peculiarità risulta 
fondamentale la loro capacità di evadere dai principali trattamenti, tra cui chemio e radioterapia (Frank NY, et. al., 





Le cellule che vanno incontro a EMT potrebbero essere proprio le CST, dando origine a 
cellule staminali tumorali metastatiche in grado di allontanarsi dal tumore primario ed 
andare in circolo per poi metastatizzare in una nuova sede.  
Ciò è dovuto alle molteplici caratteristiche delle CST, quali capacità di iniziare e sostenere 
la crescita tumorale, la loro plasticità [173,174] e la loro instabilità genetica, che le 
renderebbero capaci di creare particolari nicchie per lo sviluppo  di metastasi [175-177]. 
Questo processo di EMT sembra essere controllato da pathway di segnalazione cellulare di 
Wnt e TGFβ, i quali possono essere entrambi attivati in maniera aberrante durante la 
carcinogenesi [178-180]. 
Il processo di EMT è scatenato da una serie di eventi che portano  le cellule epiteliali a 
perdere le loro capacità adesive e acquisire motilità grazie alla perdita delle giunzioni 
aderenti cellula-cellula e ad un rimodellamento del citoscheletro.  
In questo modo, le cellule staminali tumorali acquistano maggiore invasività e sono in 
grado, attraverso il flusso circolatorio, 
di disseminarsi in tutto l’organismo 
(Fig.8). Una volta arrivate in sede 
secondaria, soprattutto a livello 
epatico e polmonare, le CST vanno 
incontro ad un processo inverso, 
definito transizione mesenchimale-
epiteliale (MET), per il quale le 
cellule epiteliali riacquisiscono le loro 
capacità di formare giunzioni aderenti, e al contempo , perdono la capacità migratoria, 
riuscendo così a ripopolare questa nuova sede [181,182].  
Date tutte queste peculiarità, le CST sono capaci di replicare formando dei cloni in colture 
cellulari in vitro, che crescono in sospensione e che hanno la caratteristica forma di sfera 
(Fig.9A-B). Le prime cellule staminali tumorali sono state isolate da pazienti e linee 
cellulari immortalizzate di cancro al seno, e venivano quindi inizialmente definite 
“mammo-sfere” [183-186]. Successivamente, la scoperta di queste cellule iniziatrici del 
cancro ha dato il via alla scoperta e all’isolamento di CST anche da altri tipi di tumori 
solidi, come fegato, pancreas, distretto testa-collo, polmone [187] ed anche a livello del 
colon in cui vengono definite colon-sfere o anche Co-CST [188].  
    





    
 
 
Le CST hanno la peculiarità di esprimere marker di superficie specifici che ne 
permettono l’isolamento in coltura. Tali marker che sono comuni a quelli delle cellule 
staminali normali e delle cellule progenitrici, evidenziandone la probabile derivazione e 
origine.  
I primi studi sull’identificazione delle Co-CST sono stati realizzati nel 2009 [114] e 
dimostrarono che cellule CD133
+
 isolate dal tumore al colon presentavano un’elevata 
aggressività e capacità replicativa. Le cellule CD133
+
 isolate erano capaci di formare delle 
sfere in sospensione in coltura e, se trapiantate in topi immunodeficienti, erano in grado di 
rigenerare il tumore [114,117]. Successivamente, è stato dimostrato come il CD44, una 
proteina trans-membrana implicata nell’adesione cellulare, possa essere proposto come 
marker alternativo [189]. Le cellule CD44
+
 isolate da carcinomi colo-rettali hanno 
caratteristiche simili alle CST, in quanto riescono a formare delle sfere in coltura a partire 
da una singola cellule e rigenerano il tumore se trapiantate in vivo [190,191].  
 
Origine delle Cellule staminali Tumorali 
Le cellule staminali tumorali sono state isolate da diversi tipi di tumori solidi ma anche da 
tumori al sistema ematopoietico [192]. La loro origine è tutt’oggi ancora poco chiara e vi 
sono diverse teorie che cercano di spiegarla. Si pensa che esse derivino o da cellule 
staminali normali o da cellule progenitrici oppure da cellule differenziate che vanno 
incontro a de-differenziamento [193] (Fig.10).  
Il colon ha un’organizzazione strutturale complessa e l’epitelio di rivestimento della 
mucosa, come già detto in precedenza, è formato da numerose invaginazioni che penetrano 
nel tessuto connettivo sottostante, definite cripte di Lieberkuhn (Fig.10). Queste ultime 
hanno la funzione di mantenere l’omeostasi del tessuto e sono coinvolte anche nella 
sua rigenerazione, con produzione di nuove cellule funzionali, in caso di danno.  





Le cellule intestinali della cripta sono rinnovate da cellule staminali multipotenti 
localizzate alla base della cripta stessa, le quali si dividono asimmetricamente spostandosi 
verso il lume del colon e, dopo un certo numero di divisioni, si differenziano nelle 
popolazioni tipiche di questo organo: enterociti, ossia le cellule epiteliali di rivestimento 
della mucosa con funzione assorbente; cellule di Goblet, ossia cellule caliciformi mucipare 
con la funzione di secernere muco; cellule enteroendocrine, ossia cellule deputate alla 
secrezione di ormoni peptidici.  
Le CS normali che si trovano alla base della cripta presentano una elevata espressione di 
LGR5
+
, che viene utilizzato come marker superficiale per l’isolamento e la 
caratterizzazione delle cellule di questo compartimento [194].  
Il gene LGR5
 
codifica per una proteina che fa parte del complesso recettoriale a cui si 
legano le proteine Wnt [195], prendendo parte ai segnali di trasduzione cellulare di questa 
via. 
Le CST potrebbero derivare da cellule staminali normali del tessuto in cui il tumore si è 
sviluppato, a causa di un accumulo di grandi quantità di alterazioni geniche a livello dei 
principali pathway che regolano il normale processo di auto-rinnovamento.  
Questo è ciò che accade a livello delle cripte del colon, alla cui base sono presenti cellule 
staminali che rigenerano il tessuto e che possono andare incontro a proliferazione 




          
Fig.10 Struttura delle cripte del colon. 
Alla base sono presenti le cellule 
staminali responsabili del rinnovamento 
cellulare, le quali vanno incontro a 
divisioni rapide per dare origine a cellule 
progenitrici o della zona di transizione 
(transit-amplyfing cells). Queste ultime, 
dopo 5-6 divisioni perdono 
progressivamente la staminalità e si 
differenziano in tutte le cellule tipiche 
dell’epitelio intestinale: enterociti, 
cellule di Goblet e cellule 
enteroendocrine. Le CST possono 
derivare: dalle cellule staminali tumorali 
alla base della cripta (in rosso); dalle 
cellule progenitrici nella zona di 
transizione (in rosa); oppure dalle cellule 
differenziate all’apice della cripta (in 
viola), le quali vanno incontro a de-
differenziamento.  Fonte: Anderson E.C. et al. “The role of Colorectal Cancer Stem cells in Metastatic Disease and 





Infatti, le CST utilizzano gli stessi pathway di segnalazione coinvolti nei processi di 
replicazione adottati dalle CSN, per la fisiologica rigenerazione tissutale [197-199].   
Le CST potrebbero derivare anche da una categoria di cellule chiamate progenitrici o 
transit amplyfing cell [200], ossia la prima generazione cellulare derivante dalle cellule 
staminali che possiedono una grande capacità di dividersi ma in misura minore rispetto alle 
staminali.  
Se una cellula progenitrice va incontro a trasformazione maligna può riacquisire capacità 
stem-like e concorrere cosi allo sviluppo del tumore [201].  
Tuttavia, diversi studi hanno suggerito che le cellule somatiche differenziate del tessuto 
potrebbero riattivare i pathway di segnalazione cellulare implicati nei processi di auto-
rinnovamento, acquisendo proprietà stem-like e causando così una trasformazione 
neoplastica [202].  
A seguito di ciò sono state avanzate due possibili ipotesi sulla origine delle Co-CST: 
 
 TEORIA BOTTOM-UP 
 TEORIA TOP-DOWN 
 
La prima teoria supporta la tesi che vede le cellule staminali normali alla base della cripta 
come responsabili dell’inizio della tumorigenesi e della successiva invasione della regione 
apicale sovrastante la cripta [203]. 
La seconda teoria, invece, sostiene che le cellule differenziate all’apice della cripta 
presentano un elevato tasso di mutazioni geniche tali per cui possono dare origine a cellule 
staminali tumorali in grado di invadere tutto l’epitelio fino alla base della cripta [203-205].  
 
Nicchia staminale e microambiente tumorale 
Il microambiente in cui le cellule staminali risiedono (nicchia staminale) gioca un ruolo 
cruciale nel mantenimento delle loro caratteristiche e nel regolare i processi di 
differenziamento e proliferazione. Le cellule staminali si trovano localizzate all’interno di 
una fitta rete formata da vasi sanguigni, cellule del sistema immunitario, adipociti, 
fibroblasti e componenti della matrice extra-cellulare, che assicurano un corretto ambiente 
attorno al quale esse possono proliferare e mantenere la loro staminalità. Le cellule 
staminali comunicano con il microambiente attraverso molecole di adesione, che legano la 
matrice extra-cellulare, e segnali molecolari solubili, quali citochine e fattori di crescita, 






Alterazioni della nicchia staminale possono contribuire alla trasformazione delle CS 
normali in cellule staminali tumorali, portando alla formazione di un microambiente 
tumorale che favorisce la proliferazione delle CST e di conseguenza lo sviluppo del 
tumore [207-209]. 
 In prima istanza, il microambiente tumorale fa si che cellule differenziate revertano ad un 
fenotipo indifferenziato [210] ed acquisiscano una elevata plasticità che permette loro di 
ricreare l’eterogeneità tumorale, caratteristiche tipiche delle CST [211]. Un ruolo cruciale 
viene affidato anche ai fibroblasti associati al tumore che, in maniera diretta attraverso 
l’interazione con le cellule del tumore ed indiretta attraverso la secrezione di molecole, 
contribuiscono alla progressione tumorale [212,213]. Tali fibroblasti possiedono anche 
capacità pro-invasive in sede di metastasi, grazie a processi di transizione epitelio-
mesenchimale, che fanno sì che venga creata una nicchia pre-metastatica in grado di 
facilitare le CST a riformare il tumore in sede diversa da quella primaria [212].   
In definitiva, avviene uno scambio reciproco di segnali tra le CST e il microambiente 
tumorale che fa sì che venga creato l’ambiente adatto per lo sviluppo del tumore, sostenuto 

























Lo scopo del mio progetto di dottorato è stato quello di isolare le cellule staminali tumorali 
da linee cellulari immortalizzate di adenocarcinoma colon-rettale e, successivamente, 
caratterizzarle cercando di focalizzare l’attenzione sui tratti che differenziano le cellule 
staminali tumorali da quelle della linea tumorale. 
Successivamente, stabiliti quali fossero i tratti discriminanti tra la popolazione cellulare 
tumorale e staminale tumorale, ho condotto studi sulla linea HCA7, utilizzando un estratto 
di T. cordifolia, pianta suggerita dalla medicina ayurvedica avere un’azione 
presumibilmente chemio-preventiva [76]. 
Le popolazioni cellulari della linea HCA7 poste in esame sono così state trattate con 
l’estratto in toto della T. cordifolia e con uno dei suoi principi attivi, la berberina (BBR).  
L’obbiettivo era testare l’effetto di queste sostanze sull’espressione di diversi geni 
selezionati sulla base del loro coinvolgimento in attività tipiche della popolazione 
tumorale, come ad esempio: auto-rinnovamento, progressione tumorale, trasformazione 
maligna, mobilità cellulare ed invasività.  
Questi studi preliminari potrebbero dare risultati utili nell’evidenziare pathway cellulari 
coinvolti nella tumorigenesi del cancro del colon, che potrebbero essere utilizzati in futuro 

























HT29, CaCo2 e HCA7, linee cellulari immortalizzate isolate da adenocarcinoma al colon-
retto, gentilmente fornite da i colleghi della Patologia generale dell’UNIBO, sono state 
inizialmente seminate in DMEM con aggiunta di 10% di FBS (fetal bovine serum), 1% di 
penicillina/streptomicina, 1% di L-Glutammina e 0.2% di fungizone.  
Le colture cellulari sono state quindi incubate per diverse settimane a 37 °C e 5% di CO2, 
per permetterne la loro replicazione ed utilizzo in esperimenti successivi.  
 
Isolamento e caratterizzazione delle CST da linee tumorali 
Una volta raggiunta la semi-confluenza in terreno standard, le cellule appartenenti alle tre 
diverse linee tumorali sono state coltivate in terreno selettivo privo di siero e addizionato 
con fattori di crescita specifici, come EGF (1 ng/µL), FGF (10 ng/µL)  e vitamina B27 
(50X), che consente di selezionare le CST tra le CT.  
Le CST, in tali condizioni, sono infatti in grado di replicare formando dei cloni che 
crescono in sospensione sotto forma di aggregati sferici, a discapito delle CT che non 
riescono ad aderire alla fiasca e vanno quindi incontro ad apoptosi. La formazione delle 
sfere necessita di un periodo di almeno 15 giorni dalla semina iniziale. Alla comparsa dei 
primi cloni di CST, è stato raccolto il surnatante contenente le sfere, centrifugato 10’ a 800 
rpm e, successivamente, è stato disgregato il pellet mediante tripsina. Ottenuta una 
replicazione consistente delle sfere, è stato utilizzato il “CD44 S-pluriBead kit” 
(pluriSelect), allo scopo di verificarne l’effettiva appartenenza alla popolazione di cellule 
staminali tumorali. La verifica di staminalità delle cellule delle colon-sfere ha previsto che 
le cellule, preventivamente legate a biglie coniugate all’anticorpo selettivo per un 
marcatore delle CST (CD44), siano state successivamente filtrate da una membrana che 
trattiene solo le cellule CD44
+ 
[189]. 
Le cellule legate alle biglie e trattenute nel filtro sono state separate mediante l’utilizzo di 
un buffer che rompe i legami anticorpo-proteina e subito dopo sono state rimesse in coltura 
al fine di ottenere un’espansione selettiva di staminali tumorali.  
 
SOSTANZE NATURALI UTILIZZATE E PREPARAZIONE DEI LORO 
ESTRATTI 
L’estratto di Tinospora cordifolia è stato gentilmente fornito dal Prof. Poli dell’UNIBO e 
dal suo team, che a loro volta hanno reperito la pianta da “Maharishi Ayurveda” (Verona, 
Italia). L’estratto è stato ottenuto solubilizzando 300 gr di T. cordifolia in 2 L di 





L’estratto è stato quindi filtrato mediante Büchner-funnel ed i solventi fatti evaporare sotto 
vuoto a 40 °C. La procedura è stata ripetuta per tre volte ottenendo così 28.4 g di estratto 
crudo.  
Mediante analisi con spettrofotometro UV è stato rilevato lo spettro di assorbimento UV 
dell’estratto, che presenta i tre massimi picchi di assorbimento caratteristici della berberina 
(BBR) (lunghezze d’onda: 228, 266 e 342 nm), uno degli alcaloidi contenenti negli estratti 




Le analisi quantitative preliminari sono state condotte con l’impiego di HPLC-UV alla 
lunghezza d’onda di 266 nm  ed i dati così ottenuti sono stati successivamente confermati 
mediante LC-MS e MS (Waters).  
L’estratto di T. cordifolia è stato sottoposto a standardizzazione, utilizzando una soluzione 
in polvere di berberina pura commerciale come standard di riferimento (Sigma-Aldrich). 
Per interpolazione sulla retta di taratura riportata nel grafico 2, è stata calcolata la 
percentuale p/p di berberina nell’estratto di T. cordifolia.  
 
 
Grafico 2 Retta di taratura della soluzione standard di berberina 





Il titolo della berberina nell’estratto di T. cordifolia è risultato essere 12% p/p, 
corrispondente a 120 mg/g di estratto puro. 
 
Saggio di vitalità cellulare 
La soluzione madre di T. cordifolia è stata preparata dissolvendo 0.0167 gr di estratto in 1 
ml di DMSO (dimethyl sulfoxide). La soluzione di BBR pura è stata risospesa in una 
soluzione stock di 5.4 mM, sempre in DMSO. Entrambe le soluzioni sono state preparate 
al momento dell’utilizzo e la concentrazione della BBR in esse è la medesima.  
In seguito, da queste soluzioni di partenza sono state ottenute diverse diluizioni alle 
concentrazioni desiderate, utilizzando il terreno di coltura come solvente.  
Le cellule della linea HCA7 sono state seminate in una multi-well da 96 pozzetti ad una 
densità di 10
4 
cellule per pozzetto, in 100 µl di terreno di crescita, e incubate per 24 h in 
modo tale da permettere l’adesione cellulare. 
Le cellule sono state trattate con diluizioni seriali di T. cordifolia (30.9 µg/ml, 92.7 µg/ml, 
154.5 µg/ml, 309.0 µg/ml) e BBR (10 µM, 30 µM, 50 µM, 100 µM) ed ogni 
concentrazione è stata impiegata in triplicato biologico. Le cellule di alcuni pozzetti sono 
state trattate con terreno di coltura e DMSO, utilizzati come trattamento di controllo. Dopo 
24 e 48 h di trattamento, la vitalità cellulare è stata misurata con “PrestoBlue™ Reagent 
Protocol” (Invitrogen ). La figura 11A e la figura 11B mostrano i risultati del saggio 
PrestoBlue
™ 
alle 48 h di trattamento. I dati riguardanti le 24 h di trattamento non sono stati 
riportati poiché il saggio non ha evidenziato effetto sulla vitalità cellulare. In breve, la 
soluzione PrestoBlue
™ 
è stata aggiunta in ogni pozzetto contenente la soluzione di 
trattamento e di controllo. La piastra è stata incubata a 37 °C per 1 h, dopodiché è stata 
misurata l’assorbanza alla lunghezza d’onda di eccitazione di 570 nm ed alla lunghezza 
d’onda di emissione di 620 nm mediante un lettore di micro-piastre ad assorbanza 
(Sunrise
™
, Tecan Trading AG). La percentuale di cellule vitali è stata determinata 
mettendo a confronto i valori di assorbanze nelle cellule sottoposte a trattamento rispetto a 
quelle presenti nei pozzetti con il controllo negativo (DMSO). I risultati sono presentati 














Trattamenti con un principio attivo della Tinospora Cordifolia, la berberina, e 
l’estratto in toto 
L’estratto della T. cordifolia e la BBR pura sono state utilizzate per valutare il loro effetto 
sulla popolazione tumorale e sulla popolazione staminale tumorale della linea cellulare 
HCA7.  
 
a) Popolazione tumorale delle HCA7 
A seguito del saggio di vitalità cellulare, ho scelto le 48 h come tempistica di 
trattamento, in base al fatto che mostra una percentuale di cellule vitali intorno a 
75-80%. Le cellule sono state seminate in una multi-well da 6 pozzetti ad una 
densità di 10
5 
cellule per pozzetto.  
Le cellule sono state lavate con tampone fosfato salino (PBS) e incubate a 37  °C 
per 18 h con DMEM privo di siero (serum starvation) per permettere la 
sincronizzazione della popolazione cellulare nella fase G1 del ciclo replicativo, 
prima della valutazione dell’effetto di un trattamento farmacologico [215]. 
Al termine della “serum starvation”, le cellule sono state trattate con 30.9 µg/ml e 
92.7 µg/ml di estratto di T. cordifolia e con 10 µM e 30 µM di BBR pura. 
L’utilizzo della BBR pura ha lo scopo di valutare gli effetti del principio attivo, 
escludendo qualsiasi altro effetto dovuto alla presenza degli eccipienti contenuti 
nell’estratto vegetale. Le cellule, inoltre, sono state sottoposte al trattamento con 
DMEM al 2% di FBS contenente esclusivamente il solvente utilizzato per 
solubilizzare gli estratti (DMSO), il quale servirà da controllo negativo al fine di 
escludere gli eventuali effetti di quest’ultimo. 
Figura 11: A) percentuale di cellule vitali a seguito del trattamento con berberina B) percentuale di cellule vitali dopo trattamento con 





Tutti i trattamenti sono stati effettuati in triplicato biologico, utilizzando DMEM al 
2% di FBS, antibiotici e L-Glutammina. Dopo 48 h di trattamento, le cellule sono 
state raccolte e processate per l’estrazione dell’RNA.  
b) Popolazione staminale tumorale delle HCA7 
Successivamente, ho sottoposto le sfere isolate dalle HCA7 alle medesime 
condizioni di trattamento dell’esperimento precedente, utilizzando dunque 92.7 
µg/ml di estratto di T.  cordifolia e 30 µM di BBR pura. Le concentrazioni di 
utilizzo dei trattamenti impiegati in questa parte sperimentale sono state scelte in 
base alla percentuale di cellule vitali e al grado di modulazione dei livelli di 
espressione genica, ottenuti dall’esperimento precedente condotto sulle CT della 
linea HCA7. Anche in questo caso è stata utilizzata una soluzione di controllo per 
poter valutare l’effetto reale della soluzione di trattamento.  
Tutti i trattamenti sono stati effettuati in triplicato biologico, utilizzando DMEM al 
2% di FBS, antibiotici e L-Glutammina. Dopo 48 h di trattamento, le cellule sono 
state raccolte e processate per l’estrazione dell’RNA. 
 
 
ESTRAZIONE DELL’RNA TOTALE, RETROTRASCIZIONE A CDNA E 
AMPLIFICAZIONE MEDIANTE PCR REAL-TIME 
L’RNA totale è stato estratto dalle CST selezionate e dalle CT, mediante il kit “GeneElute 
Mammalian Total RNA Miniprep Kit” (Sigma-Aldrich) e successivamente quantificato al 
NanoDrop (Thermo Scientific). 
Un’aliquota di 500 ng di ciascun campione è stato retrotrascritto a cDNA, mediante il kit 
“PrimeScript™ RT Master Mix” (Takara Bio Inc.). 
L’analisi dell’espressione genica sui campioni di cDNA è stata rilevata attraverso 
l’amplificazione con PCR Real-Time, utilizzando la metodica del SYBR® Green.  
L’amplificazione avviene mediante l’utilizzo di primers, forward e reverse, specifici per 
ciascun gene analizzato e la quantità di amplificato prodotto viene rivelato dall’emissione 
di fluorescenza di un intercalante fluorescente che si lega alla doppia elica di DNA. 
L’emissione di fluorescenza è proporzionale alla quantità di amplificato.  
Le coppie di primers utilizzate nell’amplificazione di ciascun gene sono state acquistate 
sotto forma di saggi validati, presso la ditta Sigma-Aldrich (Milano).  
Le reazioni di amplificazione sono state condotte sullo strumento ABI PRISM 7500 
(Applied Biosystem). Ogni reazione è stata condotta in duplicato analitico e in ogni saggio 





biologiche. I livelli di espressione genica sono stati normalizzati su quelli di un gene 
costitutivamente espresso in questo cito-tipo, l’RPL13.  
Analisi statistica 
L’analisi statistica per il confronto dei livelli di espressione tra gruppi di campioni è stata 
effettuata mediante test t di Student, analizzando le medie dei delta-Ct. I valori di fold-
change sono stati derivati dalla differenza delle medie (delta/delta-Ct) [216].  
 
ISOLAMENTO E CARATTERIZZAZIONE DI COLTURE PRIMARIE DA 
BIOPSIE DI PAZIENTI AFFETTI DA CARCINOMA DEL COLON-RETTO E DI 
INDIVIDUI SANI 
Il materiale bioptico a mia disposizione è stato fornito dal reparto di Chirurgia 2 e dal 
reparto di Anatomia patologica dell’Arcispedale Sant’Anna di Ferrara, previa 
approvazione da parte del Comitato Etico della provincia di Ferrara.  
Sono stati repertati i seguenti campioni: 
 tessuto tumorale prelevato intra-operatoriamente da pazienti sottoposti a intervento 
chirurgico per cancro del colon-retto 
 tessuto non tumorale prelevato intra-operatoriamente da pazienti sottoposti a 
intervento chirurgico per cancro del colon-retto 
 biopsie di tessuto del colon prelevate in sede di valutazione clinica da individui sani 
da utilizzare come controllo 
L’allestimento di colture cellulari primarie da frammenti di mucosa patologica e sana 
rispondeva alla necessità di replicare, su popolazioni cellulari ex-vivo, i risultati ottenuti dai 
trattamenti con l’estratto di T. cordifolia e BBR sulla linea immortalizzata HCA7. 
In seguito all’asportazione chirurgica, il frammento bioptico del pezzo operatorio destinato 
alla nostra sperimentazione è stato immerso in una soluzione di trasporto, costituita da 
DMEM/F12, antibiotici e antimicotici, che permette la sopravvivenza cellulare a breve 
termine.  
Successivamente, il materiale bioptico è stato prima lavato delicatamente in PBS finché la 
soluzione non è apparsa limpida; poi processato con un bisturi su una piastra Petri in modo 
da ottenere dei frammenti più piccoli. Questi ultimi sono quindi stati messi in una fiasca 
T25 in presenza di una soluzione per la digestione enzimatica (DMEM, antibiotici e 
Collagenasi I 1 mg/ml) e lasciati over-night a 37 °C. 
Il giorno seguente, il contenuto della T25, contenente cellule e tessuto indigerito, è stato 





Il pellet è stato risospeso in DMEM/F12 al 10% di FBS e rimesso in coltura per circa 7 
giorni nella stessa T25 in cui era avvenuta la digestione.  
La verifica cito-tipica delle colture primarie ottenute dal materiale bioptico, sia tumorale 
che normale è stata effettuata mediante saggio di immunofluorescenza.  
Nel dettaglio, un’aliquota di cellule è stata seminata su vetrini copri-oggetto e incubati per 
2 giorni con terreno di crescita per permetterne l’adesione. Successivamente, sono state 
fissate in metanolo freddo per 5’. Le cellule sono poi state lavate per 3 volte con PBS per 
eliminare tutti i residui di metanolo e immerse in una soluzione contente TRITON X-100 
0.1%, che va a permeabilizzare le membrane cellulari.  
A seguire, i vetrini sono stati nuovamente lavati in PBS e posti 30’ in albumina all’1% per 
bloccare i siti aspecifici. Le cellule sono così state incubate con soluzione contenente gli 
anticorpi primari diluiti in PBS per 1 h a 37 °C: anti-Citokeratina 18 (mouse, Sigma-
Aldrich) e anti-Citokeratina 19 (mouse, Exbio) diluiti 1:100, che si legano a specifiche 
proteine espresse dalle cellule epiteliali; anti-Fibronectina 1 (mouse, Sigma-Aldrich)  e 
anti-Elastina (rabbit, Biorbyt), diluiti 1:200, che riconoscono epitopi di eventuali 
fibroblasti in coltura. Al termine dell’incubazione, le soluzioni di anticorpi primari sono 
state eliminate e i vetrini sono stati lavati 3 volte con PBS.  
Successivamente, le cellule sono state incubate per 2 h con soluzione di PBS contenente gli 
anticorpi secondari (anti-mouse, Sigma-Aldrich; anti-rabbit, Invitrogen), coniugati con una 
molecola fluorescente (TRITC) e diluiti 1:1000, in grado di riconoscere gli anticorpi 
primari che a loro volta hanno legato le proteine specifiche espresse dalle diverse 
popolazioni cellulari (epiteliali o fibroblasti). Infine, i vetrini con le cellule aderenti trattate 
con il DAPI (Cayman Chemical) diluito 1:10000 per permetterne la colorazione nucleica, 
sono stati montati su vetrini portaoggetti da microscopio per la loro visualizzazione al 



























CONFRONTO DEL PROFILO DI ESPRESSIONE DI GENI IMPLICATI NELLA 
STAMINALITÀ TRA CELLULE TUMORALI E CST 
Le tre linee tumorali immortalizzate di adenocarcinoma colo-rettale, HT29, CaCo2 e 
HCA7, sono state coltivate in condizioni aderenti in presenza di siero, per la crescita della 
linea cellulare tumorale (CT) e in assenza di siero e presenza di fattori di crescita specifici, 
per la propagazione della linea cellulare staminale tumorale (CST), caratterizzata dalla 
formazione di aggregati sferici dopo circa 15 giorni. 
La staminalità degli aggregati sferici è stata successivamente confermata dalla positività 
per il marcatore CD44. Sono quindi state rimesse in coltura per essere ulteriormente 
propagate.  
Successivamente, entrambe le popolazioni cellulari sono state caratterizzate dal punto di 
vista dell’espressione molecolare per evidenziare eventuali tratti distintivi.  
È stata quindi confrontata l’espressione di specifici marcatori tumorali nelle CST rispetto 
alle CT , mediante amplificazione in PCR Real-Time. 
In tabella 1 sono riportati i valori di Fold change e P del t di Student che indicano la 
differenza a livello di espressione genica tra le CST e le CT e in rosso sono riportati i 
valori di P significativi (P< 0.05).  
         
 
  HT29 CaCo2 HCA7 
 
 
GENE P value  Fold change P value Fold change P value Fold change   
 
ABCB5 0.0371 1.99 0.0062 18.02 0.1650 2.49 
 
 
CD44 0.0501 0.91 0.9688 1.13 0.0005 1.09 
 
 
TP63 0.0257 11.13 0.0079 13.51 0.0850 24.06 
 
 
LGR5 0.0367 0.41 0.0826 4.82 1.0000 4.33 
 
 
MAPK1 0.1548 1.09 0.4670 1.35 0.0040 1.10 
 
 
NOTCH1 0.0630 2.56 0.0521 3.90 0.1230 0.73 
 
 
ROCK1 0.5867 1.07 0.1387 1.96 0.0060 0.57 
 
 
ROCK2 0.3108 0.96 0.2150 1.62 0.0001 1.09 
 
 
S100A4 0.2582 0.71 0.0480 2.77 0.0020 1.07 
 
 
SNAI1 0.0759 7.78 0.0284 2.25 0.1090 0.79 
 
 
TNFα 0.0992 6.92 0.1522 4.54 0.0900 0.69 
 
 
ALDH 0.0742 3.38 0.1924 1.91 0.0070 8.72   
 







Tab.1 Valori di P value e di Fold  change del t di Student indicanti l’espressione dei geni nelle CST rispetto 





Il grafico 3 riporta gli ortogrammi ottenuti sulla base dei valori di Fold change evidenziati 













TRATTAMENTO HCA7 CON TINOSPORA CORDIFOLIA ED UN SUO 
PRINCIPIO ATTIVO, LA BERBERINA 
In seguito all’analisi precedente, ho voluto effettuare una prima indagine sperimentale su 
una delle tre linee cellulari testate, quali le HCA7. La scelta è stata effettuata su una attenta 
valutazione riguardante vantaggi costi-benefici e esigenze sperimentali di messa in coltura. 
Le HCA7 sono state utilizzate per valutare l’eventuale effetto di un trattamento 
farmacologico potenzialmente anticancro, che prevede l’utilizzo di sostanze naturali 
medicamentose. Ho optato per l’estratto di Tinospora cordifolia, pianta utilizzate nella 
medicina Ayurvedica e per un suo principio attivo, la berberina (BBR), entrambe 
gentilmente fornite dal team del Prof. Poli del FABIT, Università di Bologna. Le 
concentrazioni di utilizzo delle sostanze ed il tempo di trattamento sono stati scelti sulla 
base del saggio di vitalità cellulare (PrestoBlu™), che ha riportato come la T. cordifolia e 
la BBR inizino ad avere effetto sulla vitalità cellulare a 92.7 μg/ml e 30 μM, 
rispettivamente, dopo 48 h di trattamento. Tuttavia, il numero di cellule vitali a queste 
concentrazioni rimane adeguato per poter effettuare una indagine statistica riguardante 
l’espressione di geni implicati in diversi pathway cellulari e poter così studiare gli 
eventuali effetti biologici del trattamento su cellule ancora vitali e metabolicamente attive.  
È stato selezionato un pannello di geni sulla base del loro coinvolgimento in attività tipiche 
delle popolazioni tumorali, quali l’auto-rinnovamento incontrollato, la progressione 
tumorale, la trasformazione maligna, la mobilità cellulare e l’invasività, la chemio-
resistenza e la modulazione dei processi apoptotici, al fine di effettuare uno screening 
preliminare dell’effetto di tali sostanze sulla popolazione tumorale delle HCA7. 
Le tabelle 2.1 e 2.2 riportano tutti i geni che sono stati indagati nella linea cellulare trattata 
con estratto di  T. cordifolia e BBR per 48 h. 
La tabella 3 e il grafico 4 riportano invece i geni che sono risultati modificare la loro 
espressione ad un livello statisticamente significativo nell’indagine. In rosso sono riportati 
i geni sotto-espressi nelle cellule trattate rispetto a quelle non trattate. 
In particolare, i geni che hanno manifestato le variazioni più significative e che hanno 
mostrato un trend simile sia per la BBR che la T. cordifolia sono: ANAPC2 e CCNA2, 
coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare; BMP7 e PTP4A1 appartenenti al pathway di 











ANAPC2 (anaphase promoting complex subunit 2) 
CCNA2 (cyclin A2) 
CCNB1 (cyclin B1) 
CCNB2 (cyclin B2) 
CCND1 (cyclin D1) 
CCNE1 (cyclin E1 ) 
CCNT1 (cyclin T1) 
CDK1 (cyclin-dependent kinase 1) 
CDK2 (cyclin-dependent kinase 2) 
CDK4 (cyclin-dependent kinase 4) 
CDK6 (cyclin-dependent kinase 6) 
CDC6 (cell division cycle 6) 
CDK4 (cyclin-dependent kinase 4) 
MCM2 (minichromosome maintenance complex component 2) 
WEE1 (WEE1 G2 checkpoint kinase ) 
SP1 (specificity protein 1) 
Differentiation 
AKT1 (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1) 
BMP2 (bone morphogenetic protein 2) 
BMP7 (bone morphogenetic protein 7) 
DKK-1 (dickkopf-related protein 1) 
EGFR (epidermal growth factor receptor ) 
FZD7 (frizzled class receptor 7) 
NOTCH1 (notch 1) 
PTP4A1 (protein tyrosine phosphatase type IVA, member 1) 
SMAD2 (SMAD family member 2) 
TGFB1 (transforming growth factor beta 1) 
TGFB2 (transforming growth factor beta 2) 
TIMP1 (TIMP metallopeptidase inhibitor 1 ) 
Chemoresistance 
ABCB1 (ATP binding cassette subfamily B member 1) 
ABCC1 (ATP binding cassette subfamily C member 1) 
ABCC2 (ATP binding cassette subfamily C member 2) 
ABCC3 (ATP binding cassette subfamily C member 3) 
ABCG2 (ATP binding cassette subfamily G member 2) 
NRF2 (Nuclear factor-like 2) 
SLC39A7 (solute carrier family 39 member 7 
 
 











AHNAK (AHNAK nucleoprotein) 
BMP1 (bone morphogenetic protein 1) 
CALD1 (caldesmon 1) 
CaMKIIG (calcium/calmodulin dependent protein kinase II gamma) 
CDH1 (cadherin 1) 
CDH2 (cadherin 2) 
COL1A2 (collagen type I alpha 2) 
CTNNB1 (catenin beta 1) 
DSP (desmoplakin) 
ITGA5 (integrin subunit alpha 5) 
ROCK1 (Rho associated coiled-coil containing protein kinase 1) 
ROCK2 (Rho associated coiled-coil containing protein kinase 2) 
SNAI1 (snail family zinc finger 1) 
SNAI2 (snail family zinc finger 2) 
TCF4 (transcription factor 4) 
VCAN (versican) 
VIM (vimentin ) 
KRT19 (keratin 19) 
OCLN (occluding) 
TSPAN13 (tetraspanin 13) 
TWIST1 (twist-related protein 1) 
Cell regulation 
ABCB5 (ATP binding cassette subfamily B member 5) 
ALDH1A1 (aldehyde dehydrogenase 1 family member A1)  
TP63 (tumor protein p63 ) 
MAPK1 (mitogen-activated protein kinase 1) 
Apoptosis regulation 
BAK1 (Bcl-2 homologous antagonist/killer) 
BAX ( Bcl2-associated X protein 
BCL2 (B-cell lymphoma 2) 
BCLXL (B-cell lymphoma-extra large) 
COX-2 (Cyclooxygenase-2) 
FAS (Fatty acid synthase) 
HDAC1 (Histone deacetylase 1) 
HDAC2 (Histone deacetylase 2) 
NOTCH2 (notch-2) 







Berberine 30 µM T. cordifolia 92.7 mM 
Pathway 
Fold change P value Fold change P value 
ANAPC2 0.3 0.02067 0.32 0.02364 Cell cycle 
CCNA2 0.05 0.000002 0.04 0.000001 Cell cycle 
BMP2 0.3 0.01406 0.3 0.00994 Differentiation 
BMP7 0.55 0.00736 0.22 0.00007 Differentiation 
PTP4A1 0.27 0.01967 0.32 0.00115 Differentiation 
TGFB1 0.3 0.000005 0.71 0.12505 Differentiation 
TSPAN13 0.37 0.00069 0.46 0.0034 Differentiation 
CALD1 0.27 0.00476 0.51 0.00697 EMT 
CaMKII 0.26 0.00157 0.24 0.00039 EMT 
CDH2 1.24 0.28254 0.52 0.03377 EMT 
ITGA5 0.18 0.00052 0.14 0.0001 EMT 
SNAI2 0.44 0.00791 0.22 0.00043 EMT 
TIMP1 0.22 0.00091 0.38 0.00477 EMT 
 
 
     
 
 






TRATTAMENTO CON T. CORDIFOLIA E BERBERINA DELLE SFERE 
OTTENUTE DALLA LINEA HCA7 
Alla luce dei risultati preliminari ottenuti dallo studio di espressione genica della linea 
tumorale delle HCA7, ho valutato l’effetto del trattamento anche sulle sfere di HCA7 e 
dunque sulla linea staminale tumorale. È stato interessante studiarne l’effetto poiché è 
risaputo come le cellule staminali tumorali siano le responsabili dello sviluppo del tumore, 
a seguito dell’alterazione di tutta una serie di pathway, descritti in dettaglio nel capitolo 
introduttivo nel paragrafo “Cellule staminali tumorali”. Tra questi, l’inibizione dei processi 
apoptotici e l’acquisizione di un fenotipo chemio-resistente ricoprono un ruolo cruciale 
nell’attività delle CST.  
A seguito di un attento studio della letteratura, ho deciso di indagare, sulle CST, il 
comportamento di solo alcuni dei geni studiati invece per la linea tumorale delle HCA7. 
Ho effettuato la selezione di tali geni sulla base del loro maggior coinvolgimento nei 
processi che portano ad un fenotipo staminale delle cellule tumorali, come quei geni 
implicati nella regolazione dell’apoptosi e ciclo cellulare, nella chemio-resistenza e nella 
transizione epitelio-mesenchimale, tutti tratti distintivi delle CST.  
In tabella 4 sono riportati i geni che hanno subito una de-regolazione significativa in 
seguito a trattamento. I valori di P significativi sono evidenziati in rosso.  
Per quanto riguarda i geni implicati nell’apoptosi, BAX, BCL-2, BCL-XL, COX-2, FAS, 
HDAC1 e NOTCH2 sono risultati fortemente sotto-espressi nelle sfere di HCA7trattate 
rispetto al controllo. Anche geni che codificano per proteine regolatrici del ciclo cellulare 
sono risultati sotto espressi nelle stesse sfere trattate. Tra questi, CCNB1, CCNB2, Cdk1, 
Cdk2 e Cdk6. Tra i geni che favoriscono lo sviluppo della chemio-resistenza sono risultati 
de-regolati geni che codificano per proteine trasportatrici di membrana, tra cui quelli della 
famiglia delle proteine ABC (ABCC1, ABCC2, ABCB1 maggiormente sotto-espressi nelle 
cellule trattate) ed un membro della famiglia di trasportatori SLC (SLC39A7).  
Infine, sono risultati sotto-espressi nelle sfere trattate anche geni che codificano per 
proteine coinvolte nei processi di EMT, tra cui CDH2, CAMK2 e SNAI2. 
Nel grafico 5, gli ortogrammi realizzati sulla base dei valori di Fold change sono stati 
ottenuti  confrontando i livelli di espressione dei diversi geni nelle sfere di HCA7 trattate e 












Berberine 30 μM T. cordifolia 92.7 μg/ml 
Pathway 
Fold change P value Fold change P value 
CCNB1 0.4 0.0006 0.62 0.01 Cell cycle 
CCNB2 0.34 0.003 0.53 0.04 Cell cycle 
CDK1 0.36 0.008 1.04 0.6 Cell cycle 
CDK2 0.45 0.0076 0.69 0.2422 Cell cycle 
CDK6 0.51 0.0288 0.4 0.0108 Cell cycle 
BAX 0.56 0.0187 0.32 0.0022 Apoptosis 
BCL2 0.7 0.0477 0.47 0.0026 Apoptosis 
BCLXL 0.36 0.0008 0.26 0.0003 Apoptosis 
COX2 0.35 0.007 0.41 0.0157 Apoptosis 
FAS 0.33 0.0002 0.64 0.072 Apoptosis 
HDAC1 0.42 0.0039 0.33 0.003 Apoptosis 
HDAC2 0.5 0.0207 0.56 0.697 Apoptosis 
NOTCH2 0.5 0.0208 0.69 0.0038 Apoptosis 
ABCB1 0.48 0.0022 1.36 0.0043 Chemioresistance 
ABCC1 0.64 0.0035 0.47 0.0001 Chemioresistance 
ABCC2 0.68 0.0194 0.37 0.0002 Chemioresistance 
SLC39A7 0.49 0.0057 0.59 0.0228 Chemioresistance 
CAMK2 1.36 0.1984 0.35 0.0019 EMT 
CDH2 1.33 0.3557 0.42 0.0198 EMT 
SNAI2 1.06 0.7792 0.56 0.0179 EMT 
 
 
       
 







MESSA IN COLTURA DI BIOPSIA DA PAZIENTE AFFETTO DA CARCINOMA 
DEL COLON-RETTO E CARATTERIZZAZIONE DELLE POPOLAZIONI 
CELLULARI CON SAGGIO DI IMMUNOFLUORESCENZA 
In concomitanza agli studi condotti su linee tumorali immortalizzate, ho raccolto materiale 
bioptico proveniente da tessuto tumorale e sano di pazienti affetti da carcinoma del colon-
retto. La messa in coltura e l’isolamento di cellule epiteliali da biopsia non si è rivelata 
assolutamente di facile esecuzione, ma dopo diverse prove, utilizzando metodi di 
estrazione e procedure sperimentali di messa in coltura differenti, ho ottenuto delle 
condizioni soddisfacenti.  
Le popolazioni cellulari ottenute dalle biopsie tumorali sono state caratterizzate attraverso 
saggi di immunofluorescenza, utilizzando due anticorpi che si legano alle cheratine come  
CK-18 e CK-19. Il DAPI è stato utilizzato per la messa in evidenza dei nuclei. Le cellule 
isolate dalle biopsie tumorali, fornite dall’Anatomia Patologica e classificate come 
carcinoma colo-rettale, sono risultate positive per l’espressione di Citocheratina-18 (CK-
18) e Citocheratina-19 (CK-19), marcatori tipici delle cellule epiteliali, mentre i fibroblasti 
sono risultati negativi per gli stessi anticorpi.  
Di seguito, le immagini al microscopio a fluorescenza (Eclipse E200, Nikon) delle biopsie 
tumorali messe in coltura (Fig.11.1-11.4) 
 
                      
      
Fig.11.1 Fig.11.2 
Fig.11.3 Fig.11.4 
In Fig.11.1 e Fig.11.2 immagini ottenute con luce bianca. In Fig.11.3 e Fig.11.4 immagini ottenute utilizzando la fluorescenza: 
























CONFRONTO DEL PROFILO DI ESPRESSIONE DI GENI IMPLICATI NELLA 
STAMINALITÀ TRA CELLULE TUMORALI E CST 
Come modello di studio in vitro sono state utilizzate tre linee cellulari immortalizzate 
provenienti da tumori al colon-retto: HT29, CaCo2 e HCA7. 
Tali linee, come altre provenienti da differenti tipi di tumore, se poste in condizioni 
particolari, sono in grado di dare origine ad una sottopopolazione di cellule staminali 
tumorali (CST), che si aggregano a formare delle sfere. 
L’interesse verso questa sottopopolazione cellulare tumorale nasce da uno studio 
approfondito della letteratura, che riporta come esistano ormai numerose evidenze 
sperimentali che supportano l’ipotesi della presenza di CST in grado di innescare e 
alimentare lo sviluppo di diversi tipi di tumore, compreso quello al colon-retto [113,114].  
Prima di svolgere l’indagine sperimentale, è stata selezionata una serie di geni 
potenzialmente coinvolti nell’insorgenza e progressione tumorale del colon-retto, al fine di 
confrontare la loro espressione nelle cellule staminali tumorali rispetto alla controparte 
tumorale.  
Le tre linee tumorali hanno messo in evidenza un profilo d’espressione genica comune, 
suggerendo un possibile coinvolgimento delle staminali tumorali nell’insorgenza e 
progressione del tumore. 
In particolare, la proteina di trasporto prodotta dal gene ABCB5, l’enzima ALDH1A1 e la 
proteina di adesione cellulare CD44 [160,190,217], identificati come marcatori molecolari 
delle CST, sono risultati sovra-espressi nelle CST isolate dalle tre linee cellulari, anche se 
in una diversa proporzione. 
Anche altri geni associati alla progressione tumorale e ad una prognosi avversa sono 
risultati essere sovra-espressi in tutte e tre le linee cellulari testate. Tra questi sono stati 
analizzati: il TNFα, un potente mutageno del DNA la cui sovra-espressione aumenta le 
caratteristiche tumorigeniche delle CST attraverso l’attivazione di NOTCH1, che risulta 
anch’esso essere sovra-espresso nell’indagine sperimentale effettuata [123,218]; TP63, 
associato ad un aumento della trasformazione maligna del tumore e ad una ridotta prognosi 
[219]; SNAI1 coinvolto nella transizione epitelio-mesenchimale, processo di fondamentale 
importanza per l’invasività tumorale e la formazione di metastasi [220,221].  
LGR5 è risultato essere sovra-espresso maggiormente nelle CST delle linee CaCo2 e 
HCA7, ad avvallare altri studi sul coinvolgimento del suo prodotto nell’identificazione di 





LGR5 è un gene appartenente al pathway di Wnt, che risulta fortemente deregolata nella 
popolazione di cellule staminali tumorali. Pertanto, un’approfondita comprensione delle 
alterazioni molecolari alla base della tumorigenesi del CCR diventa cruciale per 
l’identificazione di eventuali bersagli molecolari, utili per provare ad adattare gli interventi 
terapeutici in maniera potenzialmente selettiva [222]. 
 
TRATTAMENTO HCA7 CON T. CORDIFOLIA E BERBERINA 
Come riportato in precedenza, negli ultimi anni, molta attenzione è stata dedicata allo 
studio del possibile ruolo anti-tumorale di alcune sostanze naturali come ad esempio 
l’estratto di Tinospora cordifolia e un suo principio attivo, la berberina (BBR) [73,93]. 
Inizialmente, ho valutato l’effetto dell’estratto di T. cordifolia e BBR sulla popolazione 
tumorale delle HCA7. Le concentrazioni di utilizzo delle sostanze e le tempistiche del 
trattamento sono state scelte previo saggio di vitalità cellulare con il reagente PrestoBluTM. 
Dopo 48 h di trattamento con 92.7 μg/ml di T. cordifolia (calcolati corrispondere a 30 μM  
di berberina presente) e 30 μM di BBR pura, si evidenzia una significativa modulazione 
dell’espressione genica delle HCA7 senza tuttavia ridurre drasticamente la percentuale di 
cellule vitali.  
Diversi studi suggeriscono che il potenziale anti-tumorale di molte sostanze risiede nella 
loro capacità di indurre la morte delle cellule tumorali attraverso diversi meccanismi, tra 
cui spiccano maggiormente quelli implicati nell’attivazione di pathway apoptotici e 
l’inibizione dei processi di proliferazione e invasività cellulare. Evidenze sperimentali 
riportano come molte di tali sostanze agiscono su diverse proteine coinvolte nei processi 
del ciclo cellulare, inducendo molto spesso l’arresto in fase G2/M5 che, se prolungato, 
porta alla morte cellulare per apoptosi [139]. Altri studi riportano dati circa il loro ruolo di 
tali sostanze nel modulare l’attività di proteine coinvolte nell’acquisizione di un fenotipo 
migratorio da parte delle cellule, inibendo così le fasi iniziali dei processi metastatici [223]. 
Lo screening preliminare da me condotto potrebbe fornire un’idea indicativa sull’eventuale 
effetto del trattamento e se eventualmente estendere lo studio ad altri possibili pathway 
cellulari a cui tali geni prendono parte, identificando ulteriori potenziali target terapeutici.  
Tra i geni che sono risultati essere modulati dal trattamento, a livello di espressione, ve ne 
sono due implicati nella regolazione del ciclo cellulare che sono risultati significativamente 
sotto-espressi: ANAPC2 e CCNA2.  
                                                 





Il primo codifica per una proteina facente parte di un complesso multiproteico chiamato 
anaphase-promoting complex (APC) che promuove la transizione dalla metafase 
all’anafase. Studi recenti hanno evidenziato che un estratto di curcumina, proveniente dal 
rizoma di Curcuma longa, mostra proprietà chemio-preventive e chemio-terapiche 
inducendo la morte delle cellule tumorali attraverso l’attivazione dell’apoptosi e 
l’inibizione della crescita e proliferazione cellulare. La curcumina riesce ad interagire con 
ANAPC2, causando un arresto in fase G2/M del ciclo cellulare [224]. Nonostante 
l’obiettivo non sia quello di causare necrosi/morte cellulare a seguito del trattamento con 
l’estratto di T. cordifolia, potrebbe essere comunque interessante valutarne l’effetto in 
termini di modulazione genica. Il gene CCNA2, invece, codifica per una proteina che 
appartiene alla famiglia altamente conservata delle cicline, i cui componenti sono cruciali 
nel ciclo cellulare. Le cicline funzionano come regolatori delle chinasi Cdk, contribuendo 
al coordinamento temporale di ogni evento mitotico.  
In particolar modo, CCNA2 lega la Cdk2 promuovendo così il passaggio sia dalla fase G1 
alla fase S, che dalla fase G2 alla fase M. In letteratura è stato riportato come l’espressione 
di questa proteina aumenti durante la tumorigenesi [225]. 
Un altro evento tumorale di estrema importanza è l’acquisizione di un fenotipo migratorio 
da parte delle cellule epiteliali tumorali, che viene considerato uno step fondamentale per 
l’inizio dei processi metastatici. Così, nella mia analisi ho voluto testare una serie di geni 
coinvolti in questi processi e alcuni di esse sono risultati sotto-espressi nelle HCA7 in 
seguito a trattamento con T. cordifolia e BBR: BMP2, BMP7, CDH2, TGFβ1, ITGA5, 
SNAI2, TIMP1, PTP4A1, TSPAN13.  
BMP2 e BMP7 fanno parte della famiglia delle proteine BMP, le quali sono fortemente 
coinvolte nella carcinogenesi e nell’aumento dell’aggressività tumorale [226,227]. CDH2, 
TGFβ1, ITGA5 e SNAI2 sono geni che codificano per proteine coinvolte nella motilità 
cellulare, in quanto il primo produce una proteina di adesione cellulare, detta anche N-
caderina, la cui funzione è importante durante la gastrulazione. Le cellule epiteliali quando 
vanno incontro a EMT sono sottoposte ad una conversione fenotipica, in cui viene 
diminuita l’espressione a livello della membrana plasmatica o nella sua prossimità, di 
alcune proteine responsabili dell’adesione tra cellule e tra cellula e substrato, tra cui l’E-
caderina , e viene aumentata l’espressione di N-caderina.  
L’espressione di N-caderina è anche fortemente collegata alla presenza di TGFβ1, 
anch’esso sovra-espresso nelle cellule tumorali, che porta ad un aumento della migrazione 





ITGA5 codifica per una integrina di membrana che ha la funzione recettoriale di legare la 
fibronectina della matrice extracellulare e modula numerose vie del segnale implicate nella 
proliferazione, migrazione, invasione e differenziazione. L’alterata espressione di questa 
integrina è stata dimostrata in molti studi realizzati anche su linee cellulari immortalizzate 
di carcinoma del colon [229]. 
SNAI2 agisce come repressore della trascrizione di alcune proteine tra cui l’E-caderina ed 
è dunque coinvolta nella transizione epitelio-mesenchimale, ma anche nello sviluppo di un 
fenotipo chemio-resistente da parte delle cellule tumorali [230,231]. 
 
TRATTAMENTO CON T. CORDIFOLIA E BERBERINA DELLE SFERE 
OTTENUTE DALLA LINEA HCA7 
Dall’analisi del profilo di espressione genica della linea tumorale di HCA7 trattata con T. 
cordifolia e BBR si evince che non tutti i geni testati risultano essere significativamente 
modulati. Così, a seguito di un attento screening della letteratura e dal principio secondo il 
quale le CST sono le responsabili dell’insorgenza del tumore, ho condotto uno studio 
dell’espressione genica sulle sfere ottenute da HCA7, focalizzando l’attenzione su diverse 
vie di segnalazione che regolano: l’apoptosi e il ciclo cellulare; la transizione epitelio-
mesenchimale, il fenomeno della chemio-resistenza. 
I risultati più promettenti sono stati ottenuti per geni che codificano proteine che regolano 
l’apoptosi, come BAX, FAS, NOTCH2, BCL-2 e BCL-XL, che sono risultati 
significativamente sotto-espressi nella mia analisi. Inoltre, vi sono dei geni che producono 
proteine coinvolte in maniera indiretta nei processi apoptotici, come ad esempio COX-2 
che prende parte ad una cascata di eventi che va a regolare negativamente una proteina 
pro-apoptotica (BAD). Molto spesso, COX-2 è stata trovata sovra-espressa in molti tipi di 
tumore compreso quello del colon [232], evitando così alla cellula di entrare in apoptosi 
[233]. Uno studio del 2009 condotto sulle HT29, ha evidenziato come l’utilizzo di un 
flavonolo contenuto nella frutta e verdura, la fisetina, riesca a modulare l’espressione di 
COX-2, supportando la tesi che lo vede come probabile target terapeutico per il trattamento 
del carcinoma colo-rettale [234]. 
Inoltre, enzimi della classe HDAC (histone deacetylase), che regolano l’espressione genica 
modulando la conformazione degli istoni, sono stati trovati over-espressi nelle cellule 
tumorali del colon nelle prime fasi della carcinogenesi [235].  
Sono stati, dunque, valutati i livelli di espressione di HDAC1 e HDAC2 nelle sfere trattate, 
ed effettivamente sono risultati essere sotto-espressi rispetto ai livelli di espressione nelle 





Altri risultati promettenti sono stati ottenuti dall’analisi di geni coinvolti nello sviluppo 
della chemio-resistenza da parte delle cellule staminali tumorali, peculiarità che si 
manifesta nel fenotipo più aggressivo e resistente. L’attenzione è stata focalizzata 
principalmente su trasportatori di membrana, che si sa essere altamente espressi nelle CST 
[148,150,236,237]. In seguito al trattamento, i geni risultati maggiormente sotto-espressi 
tra quelli analizzati sono: ABCC1, ABCC2, ABCB1 e SLC39A7. Molto spesso le proteine 
di diverse vie di segnalazione risultano essere sovra-espresse contemporaneamente, nelle 
cellule tumorali.  
Ad esempio, Ye e colleghi hanno trovato alti livelli di espressione sia di ABCB1 che 
HDAC2 in pazienti affetti da CRC, causando resistenza ad uno dei principali chemio-
terapici, la doxorubicina. È stato visto come HDAC2 vada a legarsi al promotore di 
ABCB1, favorendone l’attivazione e dunque un aumento della sua trascrizione [238]. 
Nella mia sperimentazione, le CST isolate dalle sfere di HCA7 e trattate con T. cordifolia e 
BBR esprimono livelli inferiori all’atteso, sia di ABCB1 che HDAC2. I livelli di 
espressione di SLC39A7 sembrano invece correlati a quelli di BCL-2, coinvolto 
nell’apoptosi, entrambi i geni risultano infatti fortemente sotto-espressi nelle sfere trattate. 
SLC39A7 è una proteina trasportatrice di membrana coinvolta nel trasporto facilitato e 
trasporto attivo secondario di soluti, tra cui anche i farmaci. Fisiologicamente, SLC39A7 è 
coinvolto nell’omeostasi tissutale dell’epitelio intestinale, agendo sulla replicazione di 
cellule progenitrici e cellule staminali normali [237]. Tuttavia, alcuni studi mostrano come 
questo trasportatore sia over-espresso nei tessuti tumorali del colon rispetto alla mucosa 
sana ma, se silenziato, provoca un arresto del ciclo cellulare in fase G2/M, causato anche 
da una diminuzione dell’espressione di BCL-2. Sia SLC39A7 che BCL-2 risultano essere 
sotto-espressi nel mio modello di studio [239]. 
 
MESSA IN COLTURA DI BIOPSIA DA PAZIENTE AFFETTO DA CARCINOMA 
DEL COLON-RETTO E CARATTERIZZAZIONE DELLE POPOLAZIONI 
CELLULARI CON SAGGIO DI IMMUNOFLUORESCENZA 
In concomitanza agli studi condotti su linee tumorali immortalizzate, ho raccolto materiale 
bioptico proveniente da tessuto tumorale e da mucosa sana di pazienti affetti da carcinoma 
del colon-retto, previa approvazione da parte del Comitato Etico.  
Lo scopo era quello di replicare gli esperimenti, condotti in precedenze sulle HCA7, sulle 
colture primarie delle cellule derivanti dai tessuti tumorali e sani del colon. Tuttavia, la 





dalla scarsa attività replicativa delle cellule epiteliali e dalla difficoltà a mantenerle in 
coltura a causa della loro scarsa vitalità.  
È ormai dimostrato che le cellule epiteliali dello strato superficiale della mucosa sono 
cellule differenziate, con una vita breve e che, se messe in coltura, vanno incontro ad un 
naturale processo di apoptosi (anikois). 
Tuttavia, l’epitelio intestinale è provvisto di una popolazione cellulare eterogenea alla base 
delle cripte intestinali, costituita principalmente da cellule proliferanti in fase di 
differenziamento frammiste a scarse cellule staminali che provvedono alla fisiologica 
rigenerazione cellulare del tessuto stesso.  
Dunque, questa parte del piano sperimentale della tesi di dottorato si è rivelata molto ostica 
e di difficile riproduzione per una serie di cause, tra cui del materiale bioptico di partenza 
in quantità non adeguata, spesso contaminato e di scarsità numerica. Dopo svariati tentativi 
di estrazione e di messa in coltura differenti, ho individuato le condizioni adatte al 
materiale biologico a mia disposizione.  
Una di queste condizioni si è rivelata la co-presenza dei fibroblasti in coltura, i quali 
sembrano aver ricreato il giusto microambiente per le cellule tumorali per potersi replicare. 
Inoltre, le cellule epiteliali tumorali che erano circondate dai fibroblasti, dopo 2-3 giorni di 
crescita iniziavano a formare delle strutture tridimensionali, simile ai tumoroidi (ossia 
colture 3D che si formano a seguito di opportune condizioni e che si pensa possono essere 
un vantaggio rispetto a quelle 2D).  
Una volta ottenuta la co-coltura di cellule tumorali e fibroblasti, le diverse popolazioni 
sono state caratterizzate mediante saggi di immunofluorescenza, che hanno rivelato come 
le cellule tumorali siano positive pe la CK-18 e CK-19, marcatori tipici delle cellule 
epiteliali. Per contro, i fibroblasti sono risultati negativi per gli stessi anticorpi, ma positivi 
per FN1 (dati non riportati). La scarsa replicazione cellulare rimane sempre un limite da 
dover superare, poiché le cellule isolate dalle biopsie non riescono a rimanere in coltura 
per più di 7 giorni circa. Questo potrebbe essere un punto critico per eventuali studi 



















6.PERIODO ALL’ESTERO  
NELL'AMBITO DEL 





PERIODO FORMATIVO PRESSO IL CRCM DI MARSIGLIA: ISOLAMENTO DI 
ORGANOIDI DA BIOPSIE TUMORALI E LINEE CELLULARI 
IMMORTALIZZATE E LORO CO-COLTURA CON FIBROBLASTI ASSOCIATI 
AL TUMORE 
 
Alla luce delle criticità riscontrate sulla messa in coltura delle cellule isolate dal materiale 
biologico tumorale e sano a mia disposizione, ho contattato un centro di ricerca oncologico 
a Marsiglia, il Centre de Recherche en Cancerologie de Marseille (CRCM), sulla base dei 
loro studi condotti su CST e modelli sperimentali 3D, quali gli organoidi. Mi è stata data 
la possibilità di svolgere un periodo di formazione estera, nell’ambito del Programma 
Marco Polo, della durata di 4 mesi presso i laboratori del CRCM, sotto la supervisione 
delle Dott.sse Emilie Mamessier e Claire Acquaviva.  
Durante il mio stage, ho lavorato sulla generazione di una bio-banca di organoidi derivati 
da biopsie tumorali di carcinoma della mammella e carcinoma del colon-retto. Gli 
organoidi sono colture in vitro tridimensionali derivate da aggregazioni cellulari isolate da 
tessuti primari o cellule staminali, che hanno la capacità di auto-rinnovarsi, ri-organizzarsi 
e comportarsi in maniera simile agli organi da cui derivano [240]. 
I modelli sperimentali che prevedono l’utilizzo di organoidi potrebbero andare a rivestire 
un ruolo fondamentale per studi di diverse patologie, biologia dello sviluppo, meccanismi 
rigenerativi, farmaco-tossicità e medicina preventiva [241-246]. 
Le colture 3D presentano dei vantaggi rispetto alle colture 2D, in quanto queste ultime non 
sempre si rivelano aderenti alla situazione in vivo, dato che manca tutta l’architettura 
tridimensionale dell’organo o tessuto di derivazione. Inoltre, i modelli 3D sembrano 
vantaggiosi anche rispetto alla sperimentazione animale, come i PDX (patient-derived 
xenograft), che molto spesso si rivelano costosi, laboriosi, poco efficienti e con tempistiche 
di sviluppo molto lunghe [247]. Un altro vantaggio è quello di riuscire a mantenerle molto 
più a lungo in coltura, rispetto a quelle 2D, dando quindi la possibilità al ricercatore di 
gestire meglio le tempistiche della sperimentazione, grazie alla presenza di molteplici 
fattori addizionali nel terreno di crescita che preservano tutte le caratteristiche di 
staminalità [248]. Le colture 3D rappresentano quindi un modello sperimentale 
decisamente più pertinente rispetto agli altri tipi di colture cellulari, in quanto risultano più 








Gli organoidi possono anche essere crio-preservati, nell’ambito di una bio-banca, 
garantendo la possibilità di rimetterli in coltura ed espanderli in maniera indefinita, grazie 
alla loro capacita di ri-organizzarsi, auto-rinnovarsi e di dare luogo anche a cellule più 
differenziate [242,245,246]. 
Durante la prima parte del mio stage, mi sono dedicata alla messa a punto di un protocollo 
che prevedesse le condizioni di isolamento, crescita e riproduzione cellulare ideali.  
Le colture di organoidi sono state isolate da biopsie tumorali di carcinoma della 
mammella (figura 12.1 e figura 12.2), ma anche da una linea cellulare immortalizzata di 
adenocarcinoma del colon-retto, quale le HCT116, che per la morfologia che acquisiscono 
in coltura vengono anche definiti Micro Tissue (MT).  
 
 
                                          
 
 
Successivamente, ho lavorato su questi stessi organoidi nell’ambito di un piccolo progetto 
di co-coltura, inizialmente con i fibroblasti associati al tumore o CAF (cancer-associated 
fibroblasts) e in seguito con cellule endoteliali. Lo scopo era di provare a ricreare in vitro 
un microambiente tale da preservare l’architettura tissutale di origine, per provare ad 
avvicinarsi il più possibile alla realtà in termini di arrangiamento spaziale, interazioni e 
composizioni cellulari.  
Il microambiente tumorale ha la funzione di sostenere le popolazioni cellulari 
neoplastiche ed è composto da una matrice extracellulare (con prevalenza di collagene I, 
collagene IV e fibronectina), da cellule stromali e da cellule endoteliali che tendono a 
formare nuovi vasi sanguigni nel comparto tumorale. Durante la tumorigenesi, le cellule 
dello stroma (CAF, cellule immunitarie, cellule adipose) sono fortemente coinvolte nel 
rimodellamento della matrice, caratterizzato da una forte desmoplasia
6 
e una forte immuno-
soppressione.  
                                                 






La formazione di nuovi vasi sanguigni, detta angiogenesi, è di fondamentale importanza, 
in quanto garantisce l’apporto di tutti i nutrienti necessari al tumore per potersi sviluppare e 
contribuisce alla sua invasività in distretti secondari e alla formazione di metastasi [250]. 
Inizialmente, ho effettuato diverse prove per ottenere le condizioni migliori di crescita 
della co-coltura, utilizzando i CAF-142 (linea di CAF isolata da adenocarcinoma 
pancreatico) e organoidi/MT derivanti da biopsie di carcinoma del seno e dalla linea 
cellulare HCT116.  
A seguito di vari esperimenti due condizioni sono risultate essere ottimali per la crescita.  
La prima prevede l’utilizzo di un supporto tridimensionale per la crescita cellulare, 
chiamato Matrigel, ossia una soluzione commerciale contenente proteine della matrice 
extracellulare e fattori di crescita, che a 37 °C gelifica.  
In questa condizione sperimentale, CAF-142 e organoidi/MT devono essere seminati 
contemporaneamente in Matrigel per favorirne la corretta interazione (Fig.13). 
 
 
           
 
 
La seconda condizione prevede l’utilizzo di uno strato di fibroblasti aderenti alla base del 
pozzetto. Inizialmente, sono stati seminati solo i CAF-142 per permettere la loro adesione 
e dopo circa 4-5 giorni sono stati aggiunti gli organoidi oppure i MT.  






in Matrigel. I fibroblasti 
all’interno del Matrigel si 
dispongono in una rete 
tridimensionale che cerca di 
prendere contatto con le cellule 
tumorali, circondandole e 






           
 
 
Successivamente, la co-coltura è stata caratterizzata attraverso saggi di 
immunofluorescenza utilizzando anticorpi specifici per la popolazione tumorale epiteliale e 
per la popolazione di CAF.  
In entrambe le condizioni di co-coltura, i CAF-142 sono risultati positivi ad α-SMA 
(alpha-smooth muscle actin) (in giallo) e vimentina (in viola), mentre le cellule tumorali 
provenienti da organoidi o MT sono risultati positivi alla pan-CTK (in verde). Il DAPI (in 
blu) è stato utilizzato per la messa in evidenza dei nuclei (Figg.15-16-17). Ho potuto 
appurare come i fibroblasti che circondano le cellule tumorali e che entrano in contatto 
diretto con loro esprimono un elevato livello di espressione di α-SMA, rispetto a quelli che 
si trovano distanti, che invece esprimono alti livelli di vimentina. α-SMA è una proteina 
che prende parte alla formazione degli apparati cito-scheletrici,  coinvolta nella motilità e 
nella integrità cellulare. Ohlund e colleghi hanno ottenuto gli stessi risultati su organoidi 
isolati da biopsie di adencarcinoma del pancreas [251]. La positività rilevata per α-SMA ha 
confermato che i fibroblasti delle mie co-colture erano attivati. L’attivazione dei CAF 
avviene in prossimità del tumore, nel momento in cui i fibroblasti interagiscono con le 
cellule tumorali.  
Di conseguenza, una volta che i CAF vengono attivati, secernono dei fattori che 






Co-coltura MT+CAF-142. Il MT 
è stato aggiunto in coltura dopo 4-
5 giorni dalla semina dei 
fibroblasti per permettere la 
formazione di un layer che funga 
da supporto alle cellule tumorali. 
Il MT è formato da un core 
necrotico (in nero) e da cellule 
tumorali che si dipartono da esso 
e lo circondano. Si evidenzia 
molto bene il confine che separa il 

















Saggio di immunofluorescenza dopo 4-5 
giorni di co-coltura MT+CAF-142 in 
assenza di Matrigel. Il MT, aggiunto in 
coltura dopo 4-5 giorni dalla semina dei 
fibroblasti è positivo alla pan-CTK (in 
verde). I CAF in prossimità delle cellule 
tumorali esprimono alti livelli di α-SMA (in 
giallo), mentre quelli più distanti esprimono 
alti livelli di vimentina (in viola). In blu i 
nuclei, positivi per il DAPI. 
Fig.15 
Saggio di immunofluorescenza di co-coltura 
organoide+CAF-142, dopo 4-5 giorni dalla 
semina in Matrigel. I CAF in prossimità delle 
cellule tumorali esprimono alti livelli di α-
SMA (in giallo), mentre quelli più distanti 
esprimono alti livelli di vimentina (in viola). 
Le cellule tumorali degli organoidi risultano 
positive alla pan-CTK (in verde), tipicamente 
espressa dalle cellule epiteliali. In blu i nuclei, 








                      
                        
 
Infine, la co-coltura con le cellule endoteliali (dati non riportati) non ha fornito i risultati 
sperati, nonostante le diverse condizioni testate, in quanto i parametri da valutare ed i test 
da effettuare sono molteplici e dunque richiedeva un tempo più lungo rispetto a quello a 

















Co-coltura organoidi+CAF-142 senza 
Matrigel. Le cellule tumorali degli 
organoidi sono positivi per la pan-
CTK A488 (in verde). I CAF in 
prossimità delle cellule tumorali 
esprimono alti livelli di α-SMA (in 
giallo), mentre quelli più distanti 
esprimono alti livelli di vimentina (in 






























Negli ultimi anni, molti studiosi hanno focalizzato l’attenzione sul ruolo delle cellule 
staminali tumorali come responsabili dell’insorgenza del tumore e della formazione di 
metastasi. Questa tipologia di cellule presenta delle caratteristiche peculiari tali per cui esse 
possono essere definite come “cellule iniziatrici del cancro”. Tra queste caratteristiche, due 
sembrano svolgere un ruolo cruciale: da una parte, la loro capacità di evadere dai normali 
processi di apoptosi e, dall’altra, di essere particolarmente chemio-resistenti.  
Le alterazioni a carico dei principali pathway chiave, coinvolti nello sviluppo di un 
fenotipo staminale tumorale e la conoscenza delle alterazioni molecolari che la sostengono, 
diventano quindi cruciali per consentire l’identificazione di potenziali bersagli molecolari 
per interventi terapeutici selettivi contro questa sottopopolazione tumorale. 
Lo studio che ho svolto nell’ambito del progetto di dottorato ha evidenziato come l’estratto 
di T. cordifolia ed uno dei suoi principi attivi, la berberina, svolgano un’azione efficace 
nel modulare l’espressione di un panel di geni sottoposti ad indagine. A seguito di un 
meticoloso screening della letteratura, ho scelto di indagare specifici geni, scelti sulla base 
del loro coinvolgimento in meccanismi tipici delle popolazioni tumorali, quali auto-
rinnovamento incontrollato, invasività e motilità cellulare, sviluppo e progressione 
tumorale, trasformazione maligna.  
Le indagini condotte sulle popolazioni tumorale e staminale tumorale della linea HCA7 di 
adenocarcinoma colon-rettale, mi hanno fornito indicazioni incoraggianti riguardo un 
potenziale ruolo antitumorale dell’estratto della pianta medicamentosa scelta per il 
trattamento e di un suo principio attivo in particolare. Le principali modulazioni geniche, a 
seguito del trattamento, si sono verificate a carico di geni coinvolti nella transizione 
epitelio-mesenchimale, di geni che codificano proteine del ciclo cellulare, di geni 
implicati nello sviluppo di un fenotipo chemio-resistente e di geni che codificano per 
proteine anti-apoptotiche. L’espressione di questi geni si è rivelata fortemente sotto-
espressa nelle popolazioni cellulari trattate rispetto alle medesime non trattate, a 
dimostrazione del fatto che i trattamenti impiegati possano effettivamente svolgere 








I risultati incoraggianti ottenuti dallo studio svolto durante il dottorato, aprono prospettive 
future sull’eventuale utilizzo di sostanze naturali ad azione medicamentosa.  
Durante il mio percorso di dottorato, ho avuto anche modo di lavorare ad un progetto 
parallelo a quello presentato nel presente elaborato di tesi, prendendo in esame un altro 
modello cellulare, quale il carcinoma alla laringe, anch’esso di derivazione epiteliale come 
il carcinoma al colon-retto.  
L’idea che ho avuto è stata quella di sensibilizzare le Hep2, una linea cellulare 
immortalizzata del carcinoma alla laringe, all’effetto del cisplatino e del 5-fluoracile (5-
FU), due dei farmaci d’elezione per il trattamento di questa neoplasia. Tuttavia, è noto 
come questi due trattamenti molto spesso causino chemio-resistenza e ciò rappresenta una 
delle maggiori criticità in campo oncologico.  
La sensibilizzazione della linea Hep2 è stata effettuata grazie ad un pre-trattamento di 4 h 
con la berberina, in seguito al quale sono state trattate con 5-FU e cisplatino. Tale 
approccio ha rivelato come la BBR abbia potenziato gli effetti dei due chemio-terapici, i 
quali, se utilizzati da soli non avevano effetti né sulla vitalità cellulare (95-98%) né sulla 
modulazione dei livelli di espressione di geni particolarmente coinvolti nella progressione 
del tumore alla laringe [256].  
Sarebbe interessante riuscire a replicare in futuro l’approccio sperimentale adottato per la 
linea Hep2 al carcinoma del colon-retto, sottoponendo le sottopopolazioni cellulari di 
questa neoplasia a pre-trattamento con la berberina e/o T. cordifolia e successivamente a 
trattamento con i chemioterapici di elezione. Lo scopo è quello di utilizzare un approccio 
più realisticamente replicabile in una eventuale traslazione all'applicazione clinica.  
Il periodo di stage a Marsiglia mi ha dato l’opportunità di imparare nuove tecniche e 
protocolli sperimentali, al fine di ottenere colture cellulari che riescono a rimanere vitali 
per diverse settimane o addirittura mesi, in modo tale da by-passare le criticità riscontrate 
qui in Italia, durante le prove di messa in coltura delle biopsie tumorali e sane. Un possibile 
sviluppo futuro del mio progetto potrebbe essere rappresentato dall’isolamento degli 
organoidi dalle biopsie di pazienti affetti da tumore al colon e individui sani, allo scopo di 
replicare gli esperimenti svolti durante questi 3 anni di dottorato, su un modello però più 
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